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INTRODUCCION



1- ESPERMATOZOIDE

1.1 - Morfologia del espermatozoide

El espermatozoide es el resultado de un complejo proceso de diferenciacion
celular, la espermatogénesis, que se desarrolla dentro de los tubulos seminiferos, en

el testiculo.

El espermatozoide de mamifero puede ser dividido en dos estructuras
mayores, cabeza y flagelo (Fig. 1). La parte anterior de la cabeza esta ocupada por el
acrosoma, un lisosoma modificado que se localiza debajo de la membrana
plasmatica y contiene numerosas enzimas que son necesarias para la penetracion de
las envolturas del ovocito. Por estar ubicado por encima del nucleo, la membrana
que rodea al acrosoma queda diferenciada en: membrana acrosomal externa, que se
encuentra inmediatamente debajo de la membrana plasmatica, y la membrana
acrosomal interna, que limita con la membrana nuclear (Fig. 2). Ambas membranas,
a pesar de ser continuas, poseen diferentes caracteristicas, debido a un proceso de

diferenciacion posterior a la formacién del acrosoma.

Debajo del acrosoma, se encuentra el nucleo del espermatozoide, que es
haploide y cuya cromatina esta altamente condensada. La cabeza del espermatozoide

contiene ademas un citoplasma escaso y algunas estructuras de citoesqueleto.



cageza  FLAGELO

MITOCONORIAS

AXONEMA
FIBRAS OENSAS

Figura 1. Estructura general del espermatozoide.
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Figura 2. Diagrama de un corte sagital de la cabeza de un espermatozoide.
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El flagelo del espermatozoide contiene un axonema central, que consiste en

un complejo de microtubulos altamente ordenado y rodeado por fibras densas.
Ademas, la porcion mas cercana a la cabeza del espermatozoide, esta rodeada de

mitocondrias dispuestas en forma de hélice (Fig. 1).

Esta estructura altamente especializada del espermatozoide refleja la funcion
que el mismo debe desempeiar. El flagelo provee energia y contiene la maquinaria
que da motilidad a la célula, permitiendo que el espermatozoide llegue rapidamente
hasta el ovocito. Posteriormente, esta motilidad, junto con la accion de las enzimas
hidroliticas contenidas dentro del acrosoma, permiten la penetracion de las
envolturas que recubren al ovocito. La complementaciéon de ambas estructuras
permite que la informacidn genética contenida en el nucleo del espermatozoide entre

al citoplasma del ovocito.

1.2 - Membrana plasmatica del espermatozoide

El espermatozoide es una célula polarizada, y como tal su membrana
plasmatica no es homogénea, sino que esta dividida en dominios [175]. En la cabeza
del espermatozoide se distinguen el capuchén acrosomal, el segmento ecuatorial y la
region post-acrosomal (Fig. 3). Estos dominios difieren tanto en la estructura de
membrana como en los componentes asociados a la misma. Las distintas especies
quimicas asociadas con cada uno de los dominios, han sido caracterizadas mediante
el uso de lectinas y anticuerpos [95,126,219,274,277,399]. También se han descripto
diferencias en el niimero y distribucion de particulas intramembrana y de estructuras

asociadas a membrana [138,364]. Estas diferencias estructurales observadas por



CAPUCHON
ACROSOMAL

SEGMENTO
J ECUATORIAL

REGION POST-
J ACROSOMAL

Figura 3. Dominios de membrana en la cabeza del espermatozoide
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microscopia, fueron corroboradas mediante el uso de agentes intercalantes,
observandose que la regién del capuchon acrosomal es la mas rica en esteroles y

lipidos anidnicos [26,54,118,242].

2 - EPIDIDIMO

El ultimo proceso de diferenciacién testicular de los espermatozoides, la
espermiogénesis, culmina con la liberacién de los mismos al limen del tibulo
seminifero. Los espermatozoides son entonces transportados pasivamente a un
reservorio ramificado donde se abren los extremos de los tibulos seminiferos, la rete
testis, y de alli a los conductos eferentes, que conectan a la rete testis con el

epididimo (Fig. 4).

2.1 - Morfologia y fisiologia del epididimo

El epididimo esta formado por un tnico y largo tubulo altamente enrollado
sobre si mismo, que se prolonga a continuacién de los conductos eferentes y se
encuentra adosado al testiculo (Fig. 4). Esta cubierto por una lamina de tejido

conectivo que le da un aspecto de conducto.

A partir de las observaciones hechas en animales de laboratorio, el epididimo

es comunmente dividido en tres grandes zonas anatdmicas: caput, corpus y cauda

[174] (Fig. 4).



N oUCTO
id. EFERENTE

TUBULOS
SEMINIFEROS

CORPUS
ah
VAS
DEFERENS
RETE
TESTIS
Cayta

Figura 4. Diagrama del testiculo y su coneccién con el epididimo.



2.2 - Funciones

El epididimo cumple funciones de absorcion y secrecion, ademas del

transporte y almacenamiento de los espermatozoides.

2.2.1 - Transporte y almacenamiento

Los espermatozoides necesitan entre 6 y 12 dias para atravesar el epididimo,
dependiendo de la especie en estudio [317]. Los espermatozoides residen la mayor
parte de este tiempo en el cauda. Por este motivo, ésta regién del epididimo contiene
entre el 50 y el 80 % del total de espermatozoides contenidos en el ducto excurrente,

aunque s6lo el 50 % esta disponible para la eyaculacién [317].

El transito por el cauda epididimario requiere entre 3 y 10 dias, pero los
espermatozoides pueden permanecer por largos periodos en este lugar [294]. Esta
necesidad de almacenar a los espermatozoides y mantener su funcionalidad se habria
visto beneficiada por una temperatura menor a la corporal, y seria la causa evolutiva

de la aparicidn del escroto [31,32].

2.2.2 - Absorcion y secrecidn

El fluido epididimario muestra amplias variaciones entre los distintos

segmentos y las mismas son consecuencia de las funciones absortivas y secretorias

de su epitelio.
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Hasta un 90% del fluido que entra al epididimo, proveniente del conducto
eferente, es eliminado en la primera porcién del érgano, logrando un aumento de
hasta 8 veces en la concentracién de espermatozoides [393]. Esta capacidad
absortiva no es exlusiva del caput, sino que la concentracion de espermatozoides
sigue aumentando hasta llegar a ser veinte veces mayor en cauda que en el conducto
eferente [393]. De ésta manera, la desaparicién de algunos componentes del fluido
[105,392] puede atribuirse a endocitosis y degradacion [113,148,149,170]. El fluido
epididimario, de esta manera, se ve enriquecido por componentes provenientes del

testiculo [387].

Por otro lado, la aparicién de nuevos componentes se debe a la sintesis y
secrecion por parte del epitelio epididimario y a la concentraciéon activa de
componentes obtenidos del medio extraluminal [62,317]. Algunos componentes,
como la transferrina, son captados por las células del caput y reciclados al lumen
[113]. Una amplia variedad de especies quimicas estidn involucradas en estos
procedimientos: iones, pequefias moléculas organicas y proteinas. El transporte
iénico involucra la absorcion de Naty Cl- y la secrecion de Kt y P [421]. Entre las
moléculas organicas, carnitina, inositol y gliceril-fosforilcolina son particularmente
abundantes y muestran una distribucién diferencial a lo largo del epididimo [317].
Por otro lado, tambien ha sido ampliamente estudiada la composicion proteica
variable [102,223,290] y la secrecion diferencial en los distintos segmentos
epididimarios [61,68,166,172].

Estos cambios progresivos en el fluido luminal estin acompafiados por

alteraciones en la superficie de los espermatozoides [102,105,278,288,433]. Entre
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los componentes secretados por el epitelio epididimario, los productos proteicos son
considerados los principales mediadores del proceso de maduracién epididimaria. La
sintesis de proteinas y glicoproteinas ha sido comprobada tanto in vivo como in
vitro, y la variabilidad de ésta sintesis entre distintos segmentos del érgano ha sido

utilizada como un parametro inicial en la busqueda de "factores de maduracion”.

Para catalogar a una especie quimica determinada como un factor de
maduracion, la misma debe ser sintetizada y secretada por el epididimo, debe
interactuar con el espermatozoide alterando alguna propiedad del mismo y la
modificacion producida debe estar asociada a la adquisicion de las caracteristicas

tipicas del espermatozoide maduro.

3 - MADURACION EPIDIDIMARIA

Durante el transito por el epididimo, los espermatozoides sufren una serie de
cambios metabdlicos y estructurales que culminan en la adquisiciéon de motilidad y

capacidad fertilizante.

3.1 - Adquisicién de capacidad fertilizante

Los espermatozoides de mamiferos placentarios, una vez liberados en el
testiculo, no son capaces de reconocer y fertilizar a un ovocito. Esta capacidad la
adquieren luego de su transito por el epididimo, gracias a un proceso denominado
maduracién epididimaria [15,33]. La existencia de este proceso fue develada al

comprobar que espermatozoides extraidos de zonas proximales del epididimo,
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producian bajos porcentajes de fertilizacién, mientras que espermatozoides
obtenidos de zonas distales, lograban valores cercanos al 100 % de fertilizacién

[434].

Para demostrar la participacion del epididimo en el proceso de maduracién, se
desarrollaron ensayos de fertilizaciobn con espermatozoides provenientes de
epididimos ligados. De esta manera se comprobd que la simple permanencia de los
espermatozoides en el drgano no implicaba la adquisicion de capacidad fertilizante,
sino que era imprescindible el transito por el epididimo [293]. La zona del 6rgano en
la cual los espermatozoides adquieren esta capacidad, no es la misma para todas las
especies de mamiferos: para conejo y camero esto ocurre en cuerpo proximal,

mientras que en rata, hamster,ratén y humano es en corpus distal [317] (Fig. 5).

La adquisicion de capacidad fertilizante no es un proceso sincronizado, sino
que algunos espermatozoides la desarrollan antes, es decir, en zonas mas proximales.
Gracias a ello, se ha podido determinar que la maduracién de los espermatozoides
no implica inicamente capacidad de penetracion de un ovocito. Se ha visto que los
embriones provenientes de ovocitos fertilizados con espermatozoides de zonas
proximales no progresan de igual manera que los obtenidos a partir de
espermatozoides maduros. Se ha observado fertilidad retrasada, retardo en el clivaje

del huevo fertilizado y mayor mortalidad embrionaria [132,133,292,296].



CONEJO CERDO CARNERO RATON RATA HAMSTER HUMANOQ

Figura S. Esquema representativo de la region epididimaria en la cual las distintas especies
de mamifero adquieren capacidad fertilizante.
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La existencia del proceso de maduracién en animales de laboratorio fue
demostrada mediante ensayos de fertilizacién con espermatozoides extraidos de
diferentes zonas epididimarias. La participacion del epididimo en este proceso se
comprobé mediante los experimentos con ligaduras. En el caso de los humanos,
dada la imposibilidad ética de desarrollar este tipo de estudios, las primeras
evidencias sobre la existencia de maduracién epididimaria en humanos, provino de
estudios indirectos. Se encontré que espermatozoides de epididimos obtenidos de
pacientes que habian sufrido orquidectomia terapéutica, mostraban un aumento en su
capacidad de union a ovocitos de hamster sin zona pellicida a medida que
progresaban a lo largo del epididimo. Por otro lado, sélo los espermatozoides de

cauda eran capaces de penetrar a estos ovocitos [171,263].

3.2 - Adquisicion de motilidad

La adquisicion de motilidad es el cambio mas notorio que se produce durante
la maduracion epididimaria. A medida que los espermatozoides recorren el
epididimo, el perfil de motilidad cambia tanto cuali como cuantitativamente.
Espermatozoides de cabeza muestran un movimiento in situ y circular, mientras que
los de cauda poseen motilidad progresiva y direccional [384,431]. Es importante
notar que ésta motilidad es evidente unicamente si los espermatozoides son diluidos
en un medio salino, ya que inmersos en el fluido del cauda epididimario se

encuentran inmotiles.
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Los mecanismos que median la adquisicion de motilidad, no han sido
dilucidados. Aparentemente, cambios en la composicion intracelular del
espermatozoide parecen ser directamente responsables, pero el epididimo facilitaria
estos cambios removiendo o proveyendo iones y/o cofactores que actuarian sobre el
flagelo [88]. Se ha postulado la participacion de algunos factores como la "proteina
de motilidad progresiva" [2,177], la carnitina y el AMPc [88]. Por otro lado, durante
la maduracion epididimaria aumenta la cantidad de puentes disulfuro presentes en
los componentes del espermatozoide, principalmente en el flagelo [343]. Esta
oxidacién de grupos sulfhidrilo ha sido relacionada con el mantenimiento o la

formacion de estructuras necesarias para el desarrollo de motilidad [92].

3.3 - Cambios metabélicos

A medida que los espermatozoides se desplazan a lo largo del epididimo, se
ha observado un aumento en la actividad glicolitica y respiratoria (medidas a través
del consumo de oxigeno) y una disminucidon en la actividad biosintética [103].
Existen alteraciones en la conversion de glucosa, disminuyendo el pasaje a CO», la
produccion de aminoacidos y la capacidad de sintetizar lipidos aumentando la
conversion de glucosa en lactato [103,271].

Aunque no se conocen los mecanismos que modulan el metabolismo de los
espermatozoides, se ha postulado la participacion de factores presentes en el medio
liquido que los rodea. El agregado de fluido de rete testis o de cauda epididimario,
por ejemplo, logra aumentar la entrada de oxigeno y cambiar el perfil de

degradacion de la glucosa [404].
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3.4 - Cambios estructurales

Los espermatozoides testiculares poseen un resto de citoplasma asociado a la
zona del cuello, que se denomina gota citoplasmatica. A medida que transitan por el
epididimo, la gota citoplasmatica migra a lo largo del flagelo hasta perderse

[47,122].

En algunas especies, como el cobayo y conejo, también se han observado

cambios en la forma, tamafio y/o estructura del acrosoma [121,122].

3.5 - Modificaciones de membrana

La interaccion entre el espermatozoide y el ovocito es un fenémeno de
reconocimiento celular que involucra una serie de eventos a nivel membrana. Por lo
tanto las caracteristicas de membrana del espermatozoide juegan un papel
fundamental en su capacidad fertilizante. Por otro lado, la capacidad fertilizante se
adquiere durante el transito por el epididimo, asi que las modificaciones sufridas por
la membrana del espermatozoide durante la maduracion epididimaria son

fundamentalmente importantes.

Los cambios de membrana son muy variados y por ello seran divididos en
categorias:
- cambios en la carga superficial
- cambios en el contenido lipidico

- cambios en la composicién proteica
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- cambios en los carbohidratos

- cambios estructurales

Estas modificaciones ocurridas en la superficie del espermatozoide durante su
transito por el epididimo, son consecuencia de su interaccion con los componentes
del fluido epididimario. Tanto la aparicibn como la desaparicion de ciertas
caracteristicas sobre los espermatozoides puede explicarse mediante tres
mecanismos generales: el agregado de nuevos componentes, la modificacion, o la
pérdida de moléculas pre-existentes en el espermatozoide. De esta manera, la
aparicion de nuevas especies podria provenir de la adquisicién de las mismas a partir
del fluido o de la modificaciéon de componentes pre-existentes por intervencion de
sustancias activas del fluido. Por otro lado, la desaparicién de especies podria
atribuirse a un enmascaramiento por acoplamiento de nuevos componentes, o

remocion por actividades presentes en el fluido epididimario.

3.5.1 - Cambios en la carga superficial

Los primeros estudios describiendo diferencias en las caracteristicas de
espermatozoides maduros e inmaduros fueron mediante electroforesis de células
enteras [30]. Con este metodo se verificé que los espermatozoides de cauda poseian
mayor carga negativa. Estos resultados fueron posteriormente confirmados por el
uso de particulas de hierro coloidal, las cuales al unirse a los sitios anidnicos de la
membrana mostraron un aumento en la densidad de carga negativa durante la

maduracion [87,94,129,428].
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3.5.2 - Cambios en el contenido lipidico

Durante el transito por el epididimo se produce una alteracion en el contenido
de lipidos de la membrana del espermatozoide [2]. Especificamente, existe una
disminucién en la cantidad de colesterol y un aumento en la proporcion de
desmosterol y colesterol sulfato [236,280,319]. También se ha descripto una
alteracion en la distribucion relativa de lipidos polares [280] y variaciones en los
acidos grasos constituyentes, aumentando la proporciéon de aquellos con cadenas
largas e insaturadas [16]. El resultado general de éstos cambios es una disminucién
en el contenido total de lipidos y una consecuente disminucion en la fluidez de

membrana [160,312,366,419].

3.5.3 - Cambios en la composicion proteica

El mecanismo mas simple para la modificacion de la superficie del
espermatozoide, es la adsorciéon de componentes del fluido epididimario. Por este
motivo, muchos grupos caracterizaron las especies proteicas presentes en el fluido
de las distintas zonas epididimarias [11,105,130,223,290,379,392]. Estos estudios
utilizaron marcacion de residuos especificos, analisis electroforético y unién de
lectinas y anticuerpos. Una vez caracterizados los componentes del fluido, se
investigaba la presencia de los mismos en los espermatozoides o, procediendo de
manera inversa, las especies nuevas encontradas en los espermatozoides se buscaban
en el fluido epididimario. Estos estudios sugirieron la incorporacion de componentes

del fluido a los espermatozoides. Sin embargo, la posibilidad de que existiera un
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desprendimiento de componentes de los espermatozoides, y la consecuente aparicion
en el fluido, solo pudo descartarse al ser comprobada la sintesis y secrecién por

parte del epididimo.

a) Aparicion de nuevos componentes

Las modificaciones en los componentes de membrana de los espermatozoides
han sido ampliamente descriptas en varias especies de mamiferos. Una de las mas
estudiadas es la rata, para la cual, diversos estudios describen la aparicién de nuevos

componentes en espermatozoides de cauda.

Para la caracterizacion de los mismos generalmente se utilizaba la movilidad
en geles de poliacrilamida. Dada la naturaleza glicoproteica de muchos de éstos
compuestos, la variabilidad en su movilidad electroforética produjo diferencias en
los resultados obtenidos por los distintos grupos de trabajo. Haciendo una
clasificacion general en funcién del peso molecular aproximado, el espermatozoide
maduro de rata adquiere como nuevos componentes de membrana, proteinas de:

- 18-28 kD, descriptas como: BC, IV/III, proteinas epididimarias unidoras (EPB),
sialoglicoproteina 0 componente epididimario de 18 kD tipo «o-lactalbimina
[59,63,145,164].

- 27-37 kD, sintetizadas por el epitelio del caput epididimario. Entre ellas la
glicoproteina acidica epididimania (AEG), DE, proteina IV, sialoproteina (SP),
proteinas especificas prealbumina (PES), proteina epididimaria de rata (REP),

proteina de 32 kD o sialoglicoproteina acidica principal [59,63,123,145,235].
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- 66-70 kD, como la proteina F, glicoproteina acidica dimérica (DAG), glicoproteina
sulfatada 2 (SGP-2) o clusterina [81,252,369,370].
- 60-70 kD, llamada banda 4 o glicoproteina sulfatada 1 (SGP-1) [82,368].

La utilizacion de técnicas mas finas, como la secuenciacion y el clonado,
permitié establecar la homologia, y en algunos casos la identidad, entre proteinas

descriptas por diferentes grupos de trabajo [89].

Estudios desarrollados en otros animales de laboratorio han demostrado que
la aparicién de componentes de origen epididimario en los espermatozoides, es un
fendmeno general. Asi, se han descripto proteinas epididimarias que se unen a los
espermatozoides en conejo [260,278], hamster [154,260,321], rat6n
[126,199,314,397], toro [22,401], cerdo [284,330], camero [105,401-403] y
chimpancé [433].

En el caso de los humanos, una vez descripta la existencia del proceso de
maduracion [171] se desarrollé un sistema de cultivo de tibulos epididimarios
humanos [376] que permitié caracterizar a las proteinas sintetizadas de manera
androgeno-dependiente [379]. Por otro lado, con un extracto salino de
espermatozoides eyaculados se produjo un anticuerpo policlonal, que luego de la
adsorcion con plasma seminal de un paciente vasectomizado, pudo ser utilizado para

reconocer los antigenos epididimarios presentes en los espermatozoides [378].

Estos eran los conocimientos sobre el tema al comenzar el trabajo que se

describe en ésta tesis. Durante el desarrollo de 1a misma, muchos fueron los avances
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alcanzados por otros grupos de trabajo. Algunos utilizaron metodologias similares a
las empleadas en nuestro laboratorio [53,326] y por ello seran incluidos en la
discusion. Trabajos recientes de otros grupos, en cambio, hicieron uso de las
técnicas de ADN recombinante para desarrollar una biblioteca de epididimo humano
[215], con el fin de determinar de manera mas precisa la expresion diferencial de
proteinas [224], su caracterizacion y la funcién que las mismas podrian desarrollar
[213-215]. Sin embargo, ain no se ha descripto la asociacion de éstas a los

espermatozoides.

b) Desaparicion de componentes

Algunos componentes de superficie de los espermatozoides desaparecen
durante el transito por el epididimo. Por ejemplo, cuando espermatozoides de rata
son marcados por el método de la glucosa oxidasa, una glicoproteina de 110 kD
aparece como componente mayoritario de superficie en espermatozoides testiculares,
mientras que dicha proteina no se marca en espermatozoides de cauda [65,203].
Utilizando iodinacidn, componentes de 94, 72 y 59 kD, se encontraron en
espermatozoides de caput y no en los de cauda [291]. Mediante la deteccién de
residuos terminales de azicares, se ha reportado en espermatozoides de rata, una
disminucion e incluso desaparicion de especies con pesos moleculares de 118 y 58

kD [359]. Resultados similares han sido descriptos en raton [313].

La mayoria de estos estudios no han determinado si estos componentes fueron
eliminados de la superficie del espermatozoide o modificados en las caracteristicas

usadas para su identificacion (léase peso molecular, epitopes reconocidos por los
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anticuerpos o carbohidratos en el caso de las lectinas). Estudios mas detallados
comprobaron la desaparicion de la especie en estudio, como asi también la

fagocitosis de 1a misma por parte del epitelio epididimario [170,252].

c) Relocalizacion de componentes

Ademas de la aparicién y desaparicion de determinadas especies o
caracteristicas en la superficie de los espermatozoides, existe una relocalizacién de
componentes. Mediante el uso de anticuerpos, se ha demostrado que ciertos
antigenos muestran una localizacién diferente en espermatozoides provenientes de
distintas zonas epididimarias. En cobayo, la proteina PH20, que se localiza en toda
la superficie de espermatozoides testiculares y epididimarios de caput y corpus
[309], s6lo aparece en la region post-acrosomal en espermatozoides de cauda [305].
Algo similar se ha descripto para otras proteinas de cobayo [273]. Un fenémeno
similar ocurre con una proteina de ratén que se encuentra en toda la cabeza en
espermatozoides de testiculo o de caput epididimario, mientras que se localiza en el
acrosoma anterior en espermatozoides de cauda [147]. Se han reportado este tipo de

variaciones para otras proteinas de ratéon [267] y tambien para espermatozoides de

otras especies [284].

Este tipo de redistribuciones no ocurren so6lo a nivel de la membrana
plasmaética, ya que para algunos antigenos de membrana acrosomal externa se han

descripto comportamientos similares [306].
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Esta relocalizacion podria estar relacionada con eventos proteoliticos. Para
algunos componentes del espermatozoide, que pueden ser identificados con
anticuerpos especificos, se han reportado alteraciones en el peso molecular como
consecuencia del transito por el epididimo. Este es el caso de un antigeno presente
en la membrana plasmatica de espermatozoides de raton, denominado M42, que
sufre una disminucién de peso molecular dependiente de la funcién epididimaria
[229,230]. Otros ejemplos de estos eventos proteoliticos han sido implicados en
fendmenos de relocalizacidén, como es el caso de las proteinas PH20 y PH30
[45,304,305]. En rata, el antigeno CE9 que se encuentra en la zona posterior del
flagelo en espermatozoides testiculares, luego de sufrir protedlisis en el epididimo,

se localiza en la zona anterior del flagelo [303].

Otros fendmenos de remodelacion incluyen la expresion de antigenos que
estan presentes en el espermatozoide, pero no expuestos. Entre los casos reportados
se encuentra el antigeno MC31, que esta presente durante la espermatogénesis y
recién en corpus aparece expresado a lo largo del flagelo [382]. Otro ejemplo es el
antigeno 2D6 de espermatozoides de rata, que se encuentra en la membrana
acrosomal externa en espermatozoides de caput, mientras que en corpus y cauda

aparece en la membrana plasmatica [306].
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3.5.4 - Cambios en los carbohidratos de superficie

Muchos de los estudios incluidos en el punto anterior se desarrollaron con el
uso de anticuerpos. Cuando la especie reconocida por un anticuerpo es un
glicoconjugado, es necesario tener en cuenta que la parte glicosidica de la molécula
es altamente antigénica. Por lo tanto, los anticuerpos utilizados podrian estar
detectando alteraciones en los residuos oligosacaridicos. La mayoria de los estudios
mencionados no aclaran la identidad quimica de los determinantes reconocidos por
los anticuerpos usados. Por lo tanto, muchos de los fenémenos descriptos en el
punto anterior, podrian estar involucrando cambios en la estructura glicosidica. En
este punto, sin embargo, solo se hara referencia a aquellos estudios que hayan

utilizado un método especifico para la caracterizacion de oligosacaridos.

Los primeros trabajos utilizaron la marcacion selectiva de aziicares terminales
en espermatozoides enteros y en fluido epididimario. Por ejemplo, con galactosa
oxidasa y borohidruro de sodio tritiado, se describidé que en espermatozoides
testiculares de rata, se marca pricipalmente una glicoproteina de 110 kD, mientras
que en espermatozoides y en fluido de cauda la especie marcada posee un peso
molecular de 32 kD [65,203,289]. Estos resultados sugieren que los residuos
terminales de la proteina de 110 kD, o toda ella, son removidos de la superficie del

espermatozoide.

Las lectinas son proteinas de origen vegetal que reconocen de manera

especifica a los residuos glicosidicos. Utilizando diversas lectinas, se han descripto
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numerosas alteraciones en los glicoconjugados de superficie durante la maduracion

epididimaria de espermatozoides de diversas especies de mamifero.

En camnero se ha descripto una disminucién en el contenido de residuos
terminales manosa y N-acetilgalactosamina, reconocidos por las lectinas
Concanavalina A (ConA) y Ricinus Comunis (RCA) respectivamente. Por el
contrario, el numero de sitios de union para la lectina Wheat Germ (WGA), que
reconoce residuos N-acetilglucosamina y 4cido sialico, aumenta a medida que los
espermatozoides atraviesan el epididimo [247]. En espermatozoides de rata, los
sitios de uniéon para ConA aparecen una vez que el espermatozoide entra al
epididimo [237], y aunientan de caput a cauda [288]. En espermatozoides de conejo,
se ha descripto un aumento en la unién de ConA [156] y una disminucién de la

reaccion hacia WGA, RCA y ConA [279].

En chimpancé se han observado cambios minimos para ConA y RCA y un
marcado aumento para WGA [432]. En humanos, en cambio, aumenta la intensidad

de la sefial hacia WGA y ConA (Davidowsky et al., comunicacion personal).

Una mayor caracterizacion de los glicoconjugados de superficie del
espermatozoide puede lograrse haciendo una separacion electroforética antes del
ensayo de union de lectinas. Utilizando esta metodologia, se ha descripto la
aparicion y desaparicion, asi como la alteracidn en la movilidad electroforética, de
glicoconjugados de espermatozoides de raton y rata como consecuencia del transito

por el epididimo [240,313,359].
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Estos cambios en los carbohidratos de superficie podrian producirse por
sintesis e incorporacion de nuevos glicoconjugados, hidrolisis de residuos pre-
existentes por glicosidasas o incorporaciéon de nuevos residuos por

glicosiltranferasas.

3.5.6 - Cambios estructurales

A medida que el espermatozoide madura, ademas de la modificacién de sus
componentes de membrana, también se producen profundas alteraciones
estructurales en la misma. Utilizando la técnica de crio-fractura, se han encontrado
cambios en la distribucion de particulas intramembrana [364,365]. Estas
modificaciones podrian estar relacionadas con los fendmenos de remodelacion de
membrana descriptos en el punto anterior. Por ejemplo, la aparicion de zonas
negativas para ConA en espermatozoides de hamster, ha sido relacionada con la

desaparicion de particulas intramembrana [219].
4 - REGULACION DE LA FUNCION EPIDIDIMARIA

Todas las funciones epididimarias descriptas dependen de andrdgenos: el
transporte de iones [422], de inositol y carnitina [51,307] y la sintesis y secrecion de
proteinas [61,202,261]. El transporte de los espermatozoides sélo depende
indirectamente de los andrdgenos, siendo la contraccién muscular producida por
estimulacion nerviosa la fuerza motora de ésta funcion. Por otro lado, tanto la

adquisicion de capacidad fertilizante como el almacenamiento dependen
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directamente de los androgenos, a través de la sintesis de las proteinas mediadoras

de la maduracidn [294].

Los androgenos modulan la funcién epididimaria a través de la 5Sa-
dihidrotestosterona, el metabolito Sa-reducido de la testosterona. La remocion de los
testiculos produce atrofia del epididimo y la administracion de testosterona exdgena
no logra restaurar el peso completo del érgano. Esto se debe, en parte, a que el 40 %
del peso del epididimo viene dado por el fluido luminal y los espermatozoides
[60,207]. Sin embargo, ademas de la participacion de las hormonas circulantes en la
regulacion de las funciones epididimarias, existiia una regulacion paracrina
mediada por factores testiculares. Por ejemplo, la administracion de testosterona a
animales castrados no es capaz de mantener la actividad de la S5a-reductasa
epididimaria [316]. Ademas, cuando el conducto eferente es cortado, disminuye la
actividad de esta enzima en epididimo, mientras que en préstata no ocurre lo mismo
[415]. Ademas, este efecto es especifico para la Sa-reductasa, ya que la enzima
subsiguiente en el metabolismo de androgenos (la 3a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa) no se ve afectada por castracion y reemplazo ni por interrupcion del
ducto eferente [315,316]. Por lo tanto, la Sa-reductasa estaria regulada por

sustancias testiculares que entran directamente al limen epididimario [316,318,415].

La proteina umdora de andrégenos (ABP), sintetizada por las células de
Sertoli, ha sido postulada como responsable de esta regulacién [318]. La distribucion
de ésta proteina a lo largo del epididimo es semejante a la que posee Sa-reductasa, y
en la zona donde se produce mayor internalizacién de ABP, esta enzima muestra la

mas alta actividad [66,318]. Por lo tanto, la testosterona, entraria al lumen
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epididimario unida a la ABP, este complejo seria internalizado por las células
epiteliales epididimarias y el andrégeno seria transferido al receptor citoplasmatico
[43]. Este nuevo complejo andrégeno-receptor, por interaccion con la cromatina,
induciria la sintesis de Sa-reductasa, que convertiria a la testosterona en Sa-

dihidrotestosterona, el principal andrégeno activo en el epididimo [317].

5- EYACULACION

Una vez que los espermatozoides atravesaron la mayor parte del epididimo,
son almacenados en el cauda hasta que reciben el estimulo inductor de la
eyaculacion. En ese momento, las células y el fluido contenidos en el cauda
epididimario pasan rapidamente al vas deferens y de alli a la uretra, donde se
encuentran con las secreciones de las glandulas sexuales accesorias (vesicula

seminal, prostata, glandula de Cowper)(Fig. 6).

Todas estas secreciones forman la porcion fluida del semen o plasma seminal.
Cada una de estas secreciones contiene componentes distintivos. El fluido
proveniente de la prostata es rico en acido citrico, fosfatasa acida, zinc y magnesio;

las secreciones de la vesicula seminal contiene gran cantidad de fructosa y

prostaglandinas [168].

La contribucidn relativa de cada glandula al volumen total del fluido seminal

varia segin la especie; para el hombre el 60% proviene de la vesicula seminal y el

30% de la prostata.
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En humanos y primates, en el momento de la eyaculacion, o inmediatamente
después, se produce la coagulacion del semen. Enzimas proteoliticas de origen
prostatico contenidas en el plasma seminal, son las encargadas de producir la
licuefaccion del coagulo 30 minutos mas tarde. El coagulo funcionaria como una

"reserva" de espermatozoides para que éstos sean liberados de manera secuencial.

Durante la eyaculacion, debido al contacto con las secreciones de las
glandulas sexuales accesorias, el espermatozoide sufre nuevas alteraciones de
superficie. Se han descripto cambios en la carga [259,264] y en la composicion
lipidica [234]. También se incorporan nuevos componentes a la membrana
[1,114,192,193,398]. Algunos de ellos han sido identificados, como antigenos de
grupo sanguineo [50,117], de histocompatibilidad [209] y factores inmunosupresores
[194]. Los glicoconjugados de superficie son modificados nuevamente durante este
proceso, la mayoria de los estudios reportan una disminucién en los sitios de union
para diversas lectinas [247,279,432], por lo que es muy probable que exista

enmascaramiento debido a la adsorcién de componentes del plasma seminal
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6 - CAPACITACION

Los espermatozoides maduros sélo poseen una capacidad fertilizante
potencial [12,75]. Para que ésta capacidad se desarrolle y se exprese, los
espermatozoides deben permanecer un tiempo en el tracto genital de la hembra,
donde sufren un proceso denominado “capacitacion” [13]. Este proceso tambien
puede ser llevado a cabo in vitro, incubando a los espermatozoides en un medio de
cultivo adecuado. La capacitaciéon es un fenémeno casi exclusivo de mamiferos;
junto con la maduracién epididimaria, seria el resultado de la adaptacion evolutiva

para la fertilizacidn interna [34].

La capacitacion involucra una serie de cambios en algunas funciones
metabolicas de los espermatozoides. La adenilato ciclasa se vuelve mas activa
[268,362], aumentando la concentracion intracelular de AMPc, quién se ocupa de
activar otros sistemas, por ejemplo la fosforilacion de proteinas [115]. También se
ha descripto un aumento en la actividad glicolitica y en el consumo de oxigeno [49],
asi como una modificacion en el contenido intracelular de ciertos iones, como Kty

Na *t[184].
6.1 - Factores decapacitantes
La membrana plasmatica del espermatozoide eyaculado se encuentra

estabilizada debido a la incorporacion de factores provenientes del fluido

epididimario [136,182,286] o del plasma seminal [1,119,181,410]. Aunque los
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mecanismos involucrados en el proceso de capacitacién no han sido totalmente
dilucidados, se sabe que la remocion de componentes' de membrana forma parte de

éste proceso [15,79,287,411].

La modificacién de los antigenos de membrana ha sido demostrada por los
cambios en las caracteristicas de uniéon de ciertos anticuerpos [200,218,324]. En
espermatozoides de rata, el antigeno SMA4, presente en el flagelo de
espermatozoides epididimarios, desaparece después de la capacitacion [396]. En
cuanto a los carbohidratos, se ha descripto una pérdida general de sitios de unidn

para lectinas en espermatozoides de diversas especies [94,156,219,237].

Por otro lado, la liberacion de proteinas de superficie ha sido descripta al

capacitar a los espermatozoides tanto in vivo [120] como in vitro [108,405].

Algunos de estos compuestos estabilizadores presentes en el fluido
epididimario o seminal, han sido descriptos como inhibidores de motilidad [197] y
reaccion acrosomal [25,185,285,380] y se los denomina "factores decapacitantes”,
ya que su remocion es un paso esencial en el proceso de capacitacion y su agregado

a espermatozoides capacitados induce la "decapacitacién” de los mismos [76,286]

Tambien se han reportado alteraciones en la distribucién de particulas
intramembrana [367] y cambios en la composicion lipidica [107]. La presencia de
zonas libres de ordenamientos intramembrana, ha sido relacionada con un bajo

contenido de colesterol y lipidos aniénicos [27,137].
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Uno de los cambios mas importantes que ocurren durante la capacitacion, es

la disminucion en el contenido de colesterol de membrana [152,234]. Esto resulta en
una mayor fluidez [417,418], necesana para los eventos posteriores, y responsable

de varios fenomenos de redistribucion de antigenos [204,324,400].

6.2 - Hiperactivacion

A pesar de que los espermatozoides adquieren motilidad durante su paso por
el epididimo, la capacitacion les permite desarrollar un movimiento mas vigoroso.
Esta "hiperactivacion” del espermatozoide [425], le otorga una gran fuerza

impulsora, necesaria para la penetracion de las envolturas del ovocito [135,208].

La consecuencia mas importante del proceso de capacitacion es que prepara

al espermatozoide para recibir el estimulo inductor de la reaccion acrosomal.

7 - REACCION ACROSOMAL

Como se ha detallado anteriormente, el espermatozoide contiene un granulo
secretorio, el acrosoma, que contiene las enzimas necesarias para la penetracion del
ovocito. Estas enzimas son liberadas durante un proceso conocido como “reaccion
acrosomal”. Este fenomeno, esquematizado en la fig. 7, comienza con la aparicién
de numerosas zonas de contacto entre la membrana plasmatica y la membrana
acrosomal externa. Posteriormente, en estos puntos de contacto se produce la fusion
entre ambas membranas, dando origen a pequeiias vesiculas y permitiendo la

liberacion del contenido acrosomal. Finalmente las vesiculas se desprenden de la



Figura 7. Esquema ilustrativo de la reaccion acrosomal.
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superficie del espermatozoide, quedando expuesta la membrana acrosomal interna,
con la consiguiente aparicion de nuevos residuos antigénicos [428] y glicosidicos

[339,341] y una nueva fluidez de membrana [179].

Este proceso de vesiculizacién esta limitado a la zona anterior del acrosoma,
quedando excluido el segmento ecuatorial (SE) [426]. Esta region conserva un
remanente de membrana plasmatica que posee nuevas caracteristicas, dado que se ha
hecho continua con la membrana acrosomal interna. Estas nuevas propiedades se
evidencian en que, luego de producida la RA, el SE adquiere la capacidad de
fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito (capacidad fusogénica)

[420,426,427].

8 - FERTILIZACION

Los ovocitos de mamifero estan rodeados por multiples envolturas que deben
ser penetradas por el espermatozoide en el momento de la fertilizacion (Fig. 8).

Antes de hacer contacto con el ovocito, el espermatozoide se ha capacitado
gracias a la interaccion con las multiples secreciones del tracto femenino. Al
acercarse al ovocito, se encuentra con el cimulus, un complejo celular derivado de
las células de la granulosa que son expulsadas junto con el ovocito en el momento de
la ovulacion. Para ser capaces de penetrar el cumulus, los espermatozoides deben

estar capacitados [14].



Figura 8. Estructura general de un ovocito ovulado.
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Una vez atravesado el cimulus, el espermatozoide se encuentra con la matriz
extracelular del ovocito, la zona pelicida (ZP), una estructura altamente ordenada,

formada por un nimero limitado de glicoproteinas [409].

Tanto la zona peliucida como la membrana plasmatica del espermatozoide,
poseen receptores que son responsables del reconocimiento entre ambas gametas y

confieren la especificidad de especie al proceso de fertilizacion.

Se han reportado fuertes evidencias sobre la existencia de receptores para la
zona pelucida en espermatozoides de mamifero. Entre ellos, una proteina de 56 kD
[44], otra 95 kD con actividad de tirosina quinasa [238], la enzima

galactosiltransferasa [241], y proteasas tipo tripsina [38,331].

Al entrar en contacto con la ZP, y gracias a la intervencién de los respectivos
receptores, el espermatozoide se une firmemente a la misma [427]. Una vez
producida la unién, el agregamiento de los receptores de membrana del
espermatozoide provoca la reaccion acrosomal [333,408] y se produce entonces la
liberacion de las enzimas hidroliticas contenidas dentro del acrosoma. La motilidad

del espermatozoide y la accion de éstas enzimas permiten la penetracion de la ZP

[281,427].

Luego de penetrar la ZP, el espermatozoide atraviesa el espacio penvitelino y
se une a la membrana plasmatica del ovocito (oolema). En esta nueva etapa también
existen receptores que median la unién entre las gametas [272,322,420]. Una vez

verificada esta union, se produce la fusidn entre la membrana plasmatica del ovocito
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y el segmento ecuatorial del espermatozoide [36,262](Fig. 9), y el material genético
contenido en el nucleo del espermatozoide es transferido al citoplasma del ovocito
(ooplasma). Una vez producida la fusién, se produce la exocitosis de los granulos

corticales y la activacion del ovocito.

En el proceso de fusion, la especificidad de especie no es estricta. Existen
multiples fusiones heterélogas, como en el caso de la fusién de ovocitos de hamster

sin zona con espermatozoides de diversas especies [167,429].

9 - PARTICIPACION DE LOS PROCESOS EPIDIDIMARIOS EN LA
FUNCIONALIDAD DEL ESPERMATOZOIDE

Un espermatozoide funcionalmente apto, una vez capacitado debe ser capaz
de penetrar el cumulus, reconocer y unirse a la ZP del ovocito, sufrir la reaccion
acrosomal, penetrar la zona pelicida, fusionarse con el oolema y producir un

embrion viable.

La importancia del proceso de maduracion epididimaria en la adquisicion de
funcionalidad por parte del espermatozoide, puede deducirse analizando cada uno de

estos aspectos.

El epididimo provee factores estabilizantes de membrana para que el
espermatozoide no sufra una reaccién acrosomal prematura durante su transito por el

tracto femenino. Este es uno de los aspectos en los que el epididimo interviene



39

Figura 9. Diagrama representativo de la fusion del espermatozoide con la membrana
plasmatica del ovocito.
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en la capacitacion. Aun no se ha determinado si durante la maduracion el
espermatozoide adquiere la capacidad de responder a los estimulos y/o sufrir los
procesos involucrados en la capacitacion [88]. Por otro lado, la hiperactivacion que
los espermatozoides experimentan durante la capacitacion es dependiente del

proceso de maduracion [99].

Durante el transito por el epididimo, las membranas plasmatica y acrosomal
externa se aproximan debido a la desaparicion del material contenido entre las
mismas [365,366]. Ademas, las modificaciones lipidicas que se produden durante la
maduracion podrian favorecer la posterior fusion entre ambas membranas [88]. Por
otro lado, el proceso de maduracion también podria modificar los sistemas que
responderan al futuro estimulo inductor de la reacciéon acrosomal [88,229]. La
participacion epididimana en la adquisicion de ésta capacidad de respuesta es activa

y no se debe a la mera permanencia de los espermatozoides en el érgano [99].

La capacidad de reconocer y unirse al ovocito se adquiere durante el transito
por el epididimo [88,99,134,295,332]. Este aspecto del proceso de maduracion ha
sido el mas estudiado y se sabe que proteinas secretadas de manera androgeno-
dependiente estan directamente involucradas [97,98]. El agregado de proteinas
epididimarias a espermatozoides inmaduros, promueven su capacidad fertilizante

[155] y la presencia de anticuerpos contra proteinas epididimarias especificas la

reduce [96].

En cuanto al proceso de fusion, se ha descripto que espermatozoides de zonas

proximales del epididimo poseen nula o muy baja capacidad de unién a ovocitos sin
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zona [88,104,171,263,301,332]. Sin embargo, dado que para que se produzca la
fusion, el espermatozoide debe estar reaccionado, ésto podria deberse a la

incapacidad de sufrir reaccidn acrosomal.

10 - MATRIZ EXTRACELULAR E INTERACCION ENTRE CELULAS

Dentro de un tejido, las células se distribuyen de manera ordenada y el
espacio intercelular esta formado por un complejo ordenamiento de moléculas que
forman la matriz extracelular (ME). Esta ME no funciona unicamente como
organizador del tejido, sino que participa de la interaccién y comunicacion entre las
células. Por otro lado, en el caso de dos células aisladas, la interaccion entre las
matrices extracelulares de ambas células es el primer contacto fisico que se produce.
Uno de los componentes proteicos de la ME es la fibronectina (FN), una proteina
ubicua encontrada en tejido conectivo, lamina basal y superficie celular, asi como en

plasma sanguineo, donde es un componente mayoritario (0,3 mg/ml).

10.1 - Fibronectina

La FN es una glicoproteina formada por dos subunidades de peso molecular
aproximado 220-250 kD, unidas entre si por puentes disulfuro. Ambas subunidades
son similares pero no idénticas, debido a que el ARNm producido a partir del gen de
la FN, puede sufrir diferentes mecanismos de procesamiento post-traduccional
(splicing)[222] y la proteina obtenida sufre modificaciones post-traduccionales
[299]. Estos dos fenémenos dan origen a la diferencia entre las subunidades. La FN

es en realidad una familia de proteinas con gran variedad de secuencias
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aminoacidicas que poseen leves diferencias entre si, pero que comparten una

estructura general.

Cada subunidad de la FN presenta una estructura compleja y ordenada, que
consiste de tres tipos de unidades homoélogas (moddulos), altamente repetidas (Fig.
10)[186]. Dentro de ésta estructura, hay tres zonas que pueden sufrir variaciones
dependientes del procesamiento post-traduccional del ARNm (V, EDI y EDII),
dando como resultado 12 subunidades diferentes que pueden combinarse entre si

para dar los dimeros [342].

Esta estructura molecular compleja, da lugar a una proteina con multiples
funciones y capacidades. Mediante mapeo proteolitico se determiné que la molécula
de FN puede ser dividida en dominios, caracterizados por su capacidad de unién a
otras moléculas. Estos sitios de unién para colageno, heparina, glicosaminoglicanos,
fibrina (entre otros), pueden ser localizados en la estructura molecular detallada
anteriormente (Fig. 10). Por lo tanto, dado que la composicién de algunos de estos
dominios depende del procesamiento post-transcripcional del ARNm, las distintas

"formas" de FN podrian desarrollar funciones especificas [342].

Mas alla de todas estas diferencias a nivel molecular, la FN puede presentarse
en dos formas fisicas: como heterodimero soluble (FN plasmatica) o en forma

insoluble, dimérica o multimérica, asociada a la superficie celular (FN
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Figura 10. Esquema representativo de una subunidad de la molécula de fibronectina y sus
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celular). La diferencia entre ambas formas esta relacionada con los mecanismos de
procesamiento del ARNm mencionado antes. Mientras la forma plasmatica presenta
el segmento V y no el ED, la FN celular no posee el segmento V y generalmente si
el ED [342]. Sin embargo, ambos tipos de FN pueden acoplarse a la superficie

celular para formar el multimero insoluble [302}].

En la molécula de FN, existen zonas encargadas de mediar la unioén a la
superficie celular. La primera en ser descripta, se encuentra en el denominado
"dominio de unién a células" y contiene una secuencia aminoacidica, Argmina-
Glicina-Asparagina o RGD, que aparece una unica vez en la molécula de FN
(Fig.10). Este dominio ha sido ampliamente estudiado, ya que esta involucrado en la
adhesion celular, tanto in vivo como in vitro, y en numerosos fenomenos celulares
[21,157,211]. Posteriormente, se describieron otros dos dominios que participan en
la unién de la FN a las células: uno de los dominios de unién a heparina y una parte

del segmento V [146,270].

Cada uno de estos dominios media la unién de la FN a la superficie celular a
través de receptores especificos. El sitio de unién a heparina es reconocido por un
proteoglicano, mientras que el sitio RGD y el V, se unen a receptores tipo integrina

[106,169].

Las integrinas pertenecen a una amplia familia de proteinas transmembrana
con caracteristicas estructurales comunes, que funcionan como receptores para

proteinas de matriz extracelular, entre ellas la FN [67]. Estan formados por dos tipos
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de subunidades o y B, que a su vez presentan miltiples variedades de estructura y
combinaciones entre si [150,328]. La combinacion de subunidades confiere la
especificidad al receptor, dando lugar a moléculas que unen uno o mas ligandos
[255]. Por ejemplo, Ia integrina o581 une solamente FN, mientras que la integrina
a3B1 puede unir FN, laminina y colageno de tipo I. A su vez, una misma proteina
puede unirse a varios tipos de integrina, por ejemplo, la FN se une a las integrinas:

a3B1, adBl, a5B1, aVB1, aVB3, aVB6 y ollbB3 [106).

Las integrinas conectan la matriz extracelular con el citoesqueleto [300] y
estan involucradas en la migracion y adhesion celular [5,9]. En los Gltimos afios, se
ha descubierto la participacion de las integrinas en numerosos procesos de

transduccion de seiiales [100,106,221,338,363].

El sitio RGD de la molécula de FN, representa la zona de interaccion con las
distintas integrinas, excepto la a4B1 [106]. Este sitio esta presente en muchas otras
proteinas de matriz extracelular, pero la especificidad de unién, y consecuentemente
de funcion, viene dada por las secuencias vecinas [311]. Por ejemplo, las zonas ED
de la FN son moduladoras de la unién a la superficie celular [106,342,424]. Por otro
lado, la zona V, cuya presencia en la molécula de FN depende del procesamiento del

mRNA, confiere capacidad de unién a la integrina a4B81.

Mediante la unién de la FN a integrinas, esta proteina también ha sido

involucrada en mecanismos de transduccion de sefiales [10,158,191,337,340,412].
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La FN de superficie celular no se encuentra asociada de manera simple a uno
de sus receptores. Como se ha mencionado anteriormente, se encuentra en forma
insoluble, dispuesta en fibrillas y el proceso de ensamblado para la formacion de
ésta estructura, no ha sido totalmente dilucidado. Se sabe que existe una primera
unidn de tipo reversible, caracterizada por la posibilidad de disociar a la FN con un
detergente no idnico (deoxicolato, DOC)[250]. Posteriormente, se produce el
ensamblado de las moléculas de FN, formando un complejo resistente al DOC y sélo
disociable con un detergente idnico (dodecil sulfato de sodio, SDS)[250]. Este
proceso incluye la formacion de puentes disulfuro [253,394] y la accion de la
transglutaminasa, encargada de producir la unién covalente entra la FN y otros
componentes de la matriz [23,24,212]. El paso inicial en este complejo mecanismo
de asociacion estaria mediado por una integnna, mientras que la etapa de
polimerizacién necesitaria de la interaccion de otro receptor con la zona amino

terminal de la molécula de FN [269].

La presencia ubicua de la FN en la superficie de muchos tipos celulares, se
debe a la multiplicidad de eventos de contacto celular en los que participa. Su
presencia mayoritaria en plasma sanguineo, se debe a su intervencion en la
coagulacion sanguinea durante la cicatrizaciéon de heridas [187]. Ademas promueve
la adhesion y la propagacion celular, la proliferacion y migracién de células
embrionarias y tumorales, controla la diferenciacion y morfologia celular, la
organizacion del citoesqueleto y media la interacciéon y fagocitosis de

microorganismos patogénicos [125,188,216,325,360,371].
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La FN fue descripta como una de las proteinas mayoritarias del plasma
seminal humano, representando casi el 1% del total de proteinas y alcanzando
concentraciones aun mayores que en plasma sanguineo (0,9 mg/ml en promedio)
[407]. Estos resultados sugerian la posibilidad de que esta proteina cumpliera una
funcién bioldgica en el semen. Posteriormente, se determiné la presencia de FN en
extractos de espermatozoides humanos eyaculados, y mediante inmunocitoquimica

se la localizo en el segmento ecuatorial (SE) [406].

Otro grupo de investigadores determind que la FN se encuentra asociada al
coagulo seminal y, al comenzar la licuefaccién, se produce la liberacion de
productos de protedlisis de la misma [239]. Con estos resultados, se postulé Ia

participacion de la FN en el proceso de coagulacion y/o licuefaccion del semen.

Posteriormente, se encontré una relacién entre la presencia de FN en el
espermatozoide y la morfologia del mismo [151]. En este trabajo se describe que
mientras el 69 % de los espermatozoides con morfologia normal presentan FN en el
SE, para células con morfologia alterada solo el 17 % muestra esta caracteristica
[151]. A partir de estos resultados, los autores sugirieron la posibilidad de una
relacion entre la ausencia de FN en el SE y las anomalias morfologicas, y con ello la
posibilidad de que ésta diferencia fuera utilizada como un posible método

diagnodstico de infertilidad.
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11 - CARBOHIDRATOS Y FERTILIZACION

Los glicoconjugados, y especialmente las glicoproteinas, participan de
numerosos fendmenos de reconocimiento y adhesion celular durante el desarrollo
embrionario, la invasion bacteriana y viral, la interaccion leucocito-célula endotelial

y la hemaglutinacién, entre otros [345,346,435].

La interaccion entre las gametas masculina y femenina también puede
considerarse un fenomeno de adhesion celular y los residuos glicosidicos de ambas
gametas han sido involucrados tanto en los primeros eventos de la fertilizacién

(reconocimiento y adhesion), como en los sucesos posteriores (penetracion de la ZP

y fusién) [52,69,245,255].

Ademas de participar en la interaccidn entre las gametas, los carbohidratos
también estan involucrados en los eventos previos que sufre el espermatozoide antes
de encontrar al ovocito: maduracidn, capacitacion y reaccion acrosomal
[244,249,255,375). Por lo tanto, las caracteristicas glicosidicas del espermatozoide

pueden ser determinantes de su funcionalidad.

La superficie del espermatozoide sufre numerosas alteraciones durante su
transito por el tracto masculino y femenino, como se ha detallado anteriormente. Sin
embargo, las modificaciones que ocurren durante el transito por el epididimo, son las
que le confieren la capacidad potencial de reconocer, unirse, penetrar y fertilizar un

ovocito. Conocida la participacion de los residuos glicosidicos en estos procesos, las
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modificaciones que sufren los espermatozoides en este aspecto han sido

ampliamente estudiadas.

Estos estudios han sido desarrollados de manera indirecta a través de las
enzimas que participan en la modificacidn de los residuos glicosidicos de los
glicoconjugados. De esta manera, tanto la actividad de las enzimas encargadas del
intercambio de azicares entre un donor y un aceptor (glicosiltransferasas), como la
de aquellas que hidrolizan residuos de azucares terminales (glicosidasas), han sido

objeto de numerosos estudios.

Se ha descripto la presencia de una actividad de sialiltransferasa en caput
epididimario de rata que disminuye en segmentos distales [41,389]). La
fucosiltranferasa ha sido descripta en fluido epididimario de ratdn y se postula su
participacion en la fucosilacion de lactosaminoglicanos del espermatozoide [93]. En
la rata, esta transferasa también presenta mayor actividad en los segmentos
epididimarios proximales [389]. La actividad epididimana de la galactosiltransferasa
en la rata se mantiene aproximadamente constante a lo largo de todo el epididimo
[389], mientras que en humanos la mayor actividad se encuentra en el caput y

desciende hacia el cauda [327].

Las glicosidasas son particularmente abundantes en el tracto reproductor
masculino de mamiferos [86,196,206). El epididimo es el érgano mas rico en estas
enzimas, y muestra mayor actividad en animales adultos que en infantes,

contrariamente a lo que ocurre en cualquier otro o6rgano [83-85,116]. Estas
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actividades son androgeno-dependientes, de naturaleza secretoria y aumentan con la

madurez sexual del animal [19,83,90,196].

Como se detallé anteriormente, €l acrosoma del espermatozoide contiene
enzimas que son necesarias para la degradacion enzimatica del cumulus y/o la ZP.
Sin embargo, algunas de estas enzimas han sido postuladas como participantes del
reconocimiento y la unién entre las gametas [71,205,388]. Estas ultimas estin
relacionadas con residuos glicosidicos y algunas de ellas sufren alteraciones durante

el transito del espermatozoide por el epididimo.

La acrosina modifica su peso molecular debido al procesamiento de sus
cadenas laterales [7,275] y también se postula como participante de la union al

ovocito [71,205].

La fucosiltransferasa esta presente en espermatozoides epididimarios de raton
y aunque no aumenta como consecuencia de la maduracion, es retenida
selectivamente en la cabeza [3]. La manosidasa presente en espermatozoides
epididimarios de rata aumenta su actividad a medida que procede la maduracion y
esto ha sido correlacionado con la adquisicion de la capacidad de unirse y fertilizar

al ovocito [388].

La glicosiltransferasa mas estudiada es la galastosiltransferasa, ya que
protagoniza un mecanismo de fertilizacion en el ratén, que corresponde al modelo
actualmente aceptado. Segun este modelo, la galactosiltransferasa presente en la

superficie de los espermatozoides testiculares, se concentra en la zona anterior del
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acrosoma durante la maduracion y es inactivada por la unién de a-lactalbumina, un
lactosaminoglicano secretado por el epididimo. Durante la capacitacion, se produce
la disociacidon de este factor decapacitante, quedando la enzima disponible para
interactuar con residuos aceptores N-acetilglucosamina de una de las glicoproteinas
de la ZP, la ZP3. La unién de una molécula de ZP3 a distintas moléculas de
galactosiltransferasa, produce el agregamiento de la enzima e induce la RA
[244,245]). En este mecanismo, la galactosiltransferasa no exhibe actividad
enzimatica debido a la ausencia de dadores de residuos galactosa, por lo cual

actuaria como un receptor.

La a-glucosidasa ha sido ampliamente estudiada [131,159,310,430] y ha sido

caracterizada como un marcador de funcién epididimaria en humanos [386].

Sin embargo, la B-N-acetilglucosaminidasa (NAG), es la glicosidasa que
posee mayor actividad epididimaria y también es la que muestra el mayor aumento
asociado con la madurez sexual [83,85]. Esta enzima es la encargada de hidrolizar
los residuos terminales N-acetilglucosamina y N-acetilgalactosamina de distintos
glicoconjugados. Es una molécula dimérica que puede estar formada por distintas
combinaciones de dos subunidades, o y B [226]. Se presenta principalmente en dos
formas A y B, que corresponden a los dimeros aBl y BB, respectivamente. Esta
diferencia en la composiciéon de subunidades se refleja en distintas propiedades

quimicas para cada isoforma.

Mientras ambas isoenzimas presentan pesos moleculares cast idénticos en

condiciones no desnaturalizantes, poseen una gran diferencia en la carga neta. La
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isoforma A, es acida ya que se retiene mas fuertemente en un columna de
intercambio anidnico debido a su mayor carga negativa [8,320]. Esta isoforma
también presenta mayor sensibilidad al calor y al pH [320]. Por otro lado, cada
subunidad posee un sitio catalitico distinto, dando como resultado algunas
diferencias en los sustratos reconocidos por cada isoforma. La subunidad a es capaz
de hidrolizar mayor variedad de sustratos, incluidos todos los de la subunidad 8
[226]. Por lo tanto, la isoenzima A cataliza las mismas las reacciones que la forma
B, pero ademas posee la capacidad de participar de otros procesos de manera

exclusiva.
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12 - OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo fue estudiar a las proteinas
epididimarias humanas y su posible caracterizaciéon como factores de maduracion.

Los estudios realizados y los correspondicntes resultados se presentaran en dos

partes:

1.A - Estudio de la sintesis y secrecion de proteinas epididimarias in vitro.
Esta estrategia general de trabajo, fue continuada con un estudio mas limitado,

enfocado en dos proteinas en particular, segun se detalla a continuacion.

1.B - Caractenizaciéon de la FN como factor de maduracion de

espermatozoides humanos.
1.C - Comportamiento y posible relacion de la FN con los eventos posteriores

a la maduracién: capacitacion y reaccion acrosomal.

2 - Estudio sobre la B-N-Acetylglucosaminidasa de epididimo humano y su

posible relacion con la maduracién epididimaria de los espermatozoides.
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MATERIALES Y METODOS
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1 - Muestras

Los epididimos humanos fueron obtenidos de pacientes que sufrieron
orquidectomia terapéutica por carcinoma de prdstata y que no recibieron tratamiento

con hormonas o quimioterapia. Edad: 45-82, promedio 67 + 4.

La muestras de semen fueron obtenidas a partir de donantes con fertilidad

probada y con 48 hs. de abstinencia previa.
2 - Cultivo de tibulos epididimarios

Los epididimos fueron disecados esterilmente, siendo separados del testiculo
y el tejido conectivo y adiposo. Se dividieron en cinco segmentos: caput proximal,
caput distal, corpus proximal, corpus distal y cauda (segmentos 1 a 5, Fig. 11). El
ultimo segmento fue perfundido a través del vas deferens con solucién salina
(Hanks, Gibco), para obtener el fluido del cauda epididimario (CEP). Los cuatro
primeros segmentos fueron disgregados con tijeras en solucidn salina, hasta obtener
fragmentos de 2-3 mm de largo. Se mantuvieron a 37°C durante 60 minutos, para
extraer las proteinas y los espermatozoides contenidos dentro de los tabulos. El
fluido fue aspirado y centrifugado a 700 x g por 5 min para eliminar los restos de
tejido y los espermatozoides, y luego fue clarificado por centrifugacion 10000 x g
durante 30 min. El sobrenadante de cada uno de estos segmentos (llamados SN,
SN2, SN3 y SN4) fue congelado a -20°C luego del agregado de una mezcla de
inhibidores de proteasas (benzamidina 0.1 mM, pepstatin A 50 pg/ml, leupeptin 50
pg/ml,  bestatin 5 pug/ml,  L-1-tosylamida  2-feniletii  clorometil
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Figura 11. Esquematizacion de la diseccion del epididimo humano en distintas regiones:
caput proximal (1), caput distal (2), corpus proximal (3), corpus distal (4) y cauda (5).
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cetona (TPCK) 0.025 mM, N-alfa-p-tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK) 0.025
mM y fenilmetilsulfonil flururo (PMSF) 0.1 mM).

Los explantos de tejido fueron lavados una vez mas con solucion salina y
fueron puestos en cultivo sobre grillas de acero inoxidable (Falcon) en capsulas para
cultivo de organo (Falcon 3037). En el recipiente inferior se agregd el medio de
cultivo: M199 (Gibco), suplementado con insulina 1 pg/ml, transferrina 5 pg/ml,
carnitina 1 mM, testosterona 10 uM, cortisol 0.1 pM, retinol 1 uM, penicilina 70
pg/ml, estreptomicina 70 pg/ml y anfotericina 5 pg/ml, hasta hacer contacto con los
fragmentos de tejido. Luego de 5 dias de cultivo y 2 cambios de medio, se
suministré un pulso de 35S-Metionina (NEN, 50uCi/ml) en medio minimo esencial
libre de éste aminoacido (MEM, Gibco). Al cabo de 16 horas se extrajo el medio

con las proteinas radiactivas sintetizadas y secretadas por los tdbulos (M1, M2, M3

y M4).

Para eliminar la metionina no incorporada a proteinas, los medios fueron
sometidos a filtracion molecular utilizando columnas de Sephadex G-25
(Pharmacia). Estas columnas fueron previamente equilibradas con buffer Tris 50

mM, pH=6.8 y calibradas con blue dextran.

3 - Purificacién de los espermatozoides

Para separar a los espermatozoides de los restos de tejido y otras células

presentes en la suspensién, alicuotas de plasma seminal o de suspension de
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espermatozoides epididimarios (500 pl), fueron depositadas sobre 700 pl de Percoll
(Sigma) 50% en medio salino. Luego de una centrifugacion a 1000 x g por 10 min,
el pellet de espermatozoides fue lavado dos veces con el mismo medio por

centrifugacién a 1000 x g.

4 - Anticuerpos

Para el desarrollo de éste trabajo se utilizaron distintos anticuerpos, que se
detallan a continuacién:
- aCEP: anticuerpo policlonal (fraccién IgG), dirigido contra el contenido luminal
del cauda epididimario (CEP), y desarrollado en conejo, en nuestro laboratorio
[377].
- aKClI: anticuerpo policlonal (fraccion IgG), dirigido contra un extracto salino de
espermatozoides humanos eyaculados y adsorbido contra citosol de testiculo y
semen de un hombre que habia sido vasectomizado [378]. Este anticuerpo fue

gentilmente provisto por el Dr. Blaquier.

Para los experimentos relacionados con la FN se utilizaron varios anticuerpos
anti-FN (aFN) de tipo comercial: policlonales desarrollados en conejo (Dakopatts, A
245) y en cabra (Sigma, F 1509) y un monoclonal (clon FN15 de Sigma, F 7387).
Utilizando estos anticuerpos se obtuvieron resultados similares, por lo tanto se

selecciono el anticuerpo que producia mejor sefial, aFN Dakopatts desarrollado en

conejo.



59

S - Inmunoprecipitacion

Alicuotas de los extractos radiactivos provenientes del cultivo de organo,
fueron inmovilizadas en nitrocelulosa (Sigma 0.45 pm), mediante succidn con vacio
a través de un manifold (Schleicher & Schuell) para retener la radiactividad asociada
a proteinas. Luego de dos lavados con PBS, las membranas fueron secadas y
colocadas dentro de viales para cuantificar la radiactividad en un contador de

centelleo liquido.

Para proceder con la inmunoprecipitacion, igual cantidad de cuentas totales
de cada segmento fueron tratadas con distintos anticuerpos en una dilucion final de
1/50 en Tris 50mM, NaCl 0.5mM, pH=6.8, conteniendo inhibidores de proteasas
[436]. Luego de incubar 30 min. a 37°C y 2 hs a 4°C se agregaron 30 pl de una
suspension de Staphiloccocus Aureus (Pansorbin, Calbiochem), para recuperar las
inmunoglobulinas y los complejos antigeno-anticuerpo. Después de una incubacion
de 20 min a temperatura ambiente (TA), la suspension fue centrifugada a 2000 x g
por 3 min y el pellet obtenido fue lavado dos veces con buffer Tris 50 mM, tween 20
0.1%, NaCl 0.5 mM, ditiotreitol (DTT) 2 mM, leupeptin 50 uM, pH=6.9.
Finalmente, los complejos antigeno-anticuerpo fueron disociados por agregado de
buffer de lisis (Tris 50 mM, SDS 2%, B-mercaptoetanol 5%, pH=6.8) y
calentamiento a 90°C por 5 min. Los sobrenadantes de 7500 x g se analizaron

mediante electroforesis en geles desnaturalizantes y posterior fluorografia.
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6 - Medicion de actividad enzimdtica

A una alicuota (50 pl) del fluido a testear, o de una dilucion del mismo, se le
agregaron 100 pl de buffer citrato 0.5 M, pH=4 (BC) y 100 pl de Metil-Umbeliferil-
N-Acetil-Glucosaminide 0.4 mg/ml en BC. Se incubé a 37°C durante un tiempo
adecuado y se detuvo la reaccion por agregado de buffer glicina 0.5 M, pH=10. La
hidrélisis de este sustrato produce la liberacion de metilumbiliferona (MU) que
excitada con luz de 380 nm de longitud de onda, fluoresce a 460 nm. Esta emision se
midié utilizando un fluorémetro (TKO 100, Hoefer). Se traz6 una curva patréon con
MU (Fig. 12), con la cual se obtuvieron los valores de actividad enzimatica por
interpolacion. Para la obtencion de la actividad especifica, se determin6 la
concentracion de proteina de cada fluido siguiendo el método descripto por Lowry
[243]. La actividad enzimatica especifica fue expresada como unidades por mg de
proteina. Una unidad es la cantidad de enzima necesaria para catalizar la produccién

de 1 nmol de MU en un minuto a 37°C.

7 - Electroforesis

Para la separacion de proteinas radiactivas, se utilizaron geles
desnaturalizantes, con un gradiente lineal de poliacrilamida de 7,5-15% (14 x 16 cm)
y una cuba Protean II (Bio Rad). Para los estudios relacionados con FN se utilizaron
geles desnaturalizantes con 7% de acrilamida (6 x 8 cm) y una cuba Mighty Small II
(Hoefer). En todos los casos las muestras fueron diluidas en buffer de lisis con 10%
glicerol y azul de bromofenol (BPB), y se sigué la técnica descripta por Laemmli

[228]. La determinacion de los pesos moleculares
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Figura 12. Recta de calibracion de la sefial fluorescente de la metilumbiliferona (MU). Para
distintas concentraciones de MU, se grafico la fluorescencia emitida en unidades
arbitrarias (UF) en funcion de la concentracion de MU.
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aproximados se llevd a cabo mediante interpolaciéon en la recta obtenida por
‘regresion lineal utilizando los valores de movilidad electroforética en funcién del

logaritmo del peso molecular de proteinas patron. Se utilizaron patrones pretefiidos

Sigma:

a2-macroglobulina 180 kD
B-galactosidasa 116 kD
Fructosa-6-fosfato quinasa 84 kD
Piruvato quinasa 58 kD
Fumarasa 48.5 kD
Lactato deshidrogenasa 36.5kD
Triosafosfato isomerasa 26.6 kD
o Bio Rad (High Range):
Miosina 205 kD
B-galactosidasa 116.5 kD
Albumina sérica bovina 77 kD
Ovoalbumina 46.5 kD

Los estudios relacionados con la actividad de NAG fueron realizados en geles
nativos 6% (6 x 8 cm) [163]. Las muestras fueron diluidas en buffer Tris 50 mM,
pH=6.8, con agregado de glicerol 10% y BPB. Luego de la corrida electroforética,
los geles fueron sumergidos en BC durante 15 min. Posteriormente las calles

correspondientes a cada extracto fueron separadas y cortada en segmentos de 2.5
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mm. Cada uno de estos fragmentos fue colocado en un tubo de ensayo conteniendo
100 pl de buffer citrato. La actividad enzimatica fue medida por agregado de 100 pl
de sustrato, segun se describid anteriormente. La sefial fluorescente obtenida fue
graficada en funcion de la movilidad electroforética (Rfdistancia recorrida por la
banda de interés/distancia recorrida por el frente). La actividad asociada con cada
zona del gel fue expresada como el porcentage de la actividad total en la calle

correspondiente (suma de las actividades de todos los segmentos).

8 - Fluorografia

Los geles conteniendo los extractos radiactivos, fueron tefiidos por
incubacién en Coomasie Blue R-250 0.125% en metanol 50%, acido acético 10% en
agua durante toda la noche. Luego de destefiirlos con metanol 50%, acético 10% y
posteriormente metanol 5%, acético 7% en agua, fueron incubados en glicerol 2%
durante 30 min, seguido de otros 30 min. en una solucion de salicilato de sodio 1 M
[73]. Luego de ser secados al vacio, se expusieron a una placa radiografica a -70°C

durante un tiempo conveniente.
9 - Obtencion de extractos de espermatozoide
Los extractos de espermatozoides de cauda epididimario se obtuvieron por

tratamiento con buffer Tris 50 mM, SDS 1% durante 5 min a 90°C y centrifugacion

a 7500 x g por 8 min.
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Los extractos salinos para la obtencién de la NAG asociada a la membrana de
los espermatozoides fueron llevados a cabo con PBS con NaCl 0.6 M, durante 30

min. a TA y centrifugacién a 1000 x g por 5 min.

Para estudiar la asociacién de la FN a los espermatozoides, la suspension
conteniendo los espermatozoides purificados, fue centrifugada a 1000 x g y
resuspendida en diferentes buffers detallados a continuacion:

1 - Alicuotas equivalentes de la suspension de espermatozoides fueron incubadas

con distintos agentes disociantes:

Buffer (notaciéon-composicion) Condiciones
NaCl = PBS, NaCl 0.6 M 60 min, TA
DTT =PBS, DTT 10 mM 60 min, TA
DOC =PBS, DOC 1% 15 min, TA
UREA = PBS, Urea §M 30 min, TA
SDS = Tris 50 mM, SDS 1% 15 min, TA

o PBS sin aditivos como control. Los sobrenadantes obtenidos luego de centrifugar a

1000 x g por 5 min fueron analizados por electroforesis e inmunoblot.

2 - También se realizd una extraccion secuencial: el pellet de espermatozoides
obtenido luego de la extraccion con DOC, fue tratado con el buffer conteniendo

SDS.
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10 - Transferencia electroforética

Para la inmovilizacién de proteinas sobre nitrocelulosa se siguié la técnica
descripta por Towbin [385]. Una vez terminada la electroforésis, los geles fueron
sumergidos en buffer Tnis 25 mM, Glicina 192 mM, metanol 20%, pH=8.3 por 30
min. Luego, el gel fue dispuesto segun el siguiente arreglo:
esponja/papel de filtro/gel/nitrocelulosa/papel de filtro/esponja
que, una vez inmovilizado entre dos placas de acrilico, fue introducido en un tanque
con 4 litros de buffer, orientando al gel del lado del anodo. La transferencia se llevo

a cabo durante toda la noche a 4°C, utilizando voltaje constante 35 V.

Como método alternativo, en algunas ocasiones se realizo una transferencia
semiseca. En ésta, el arreglo de papeles de filtro, gel y nitrocelulosa antes descripto,
es colocado sobre la platina (anodo) de una celda de transferencia electroforética
semiseca (Trans-Blot, Bio Rad). En este caso, la inica fuente de buffer es el papel
de filtro ubicado por debajo y por encima del gel. El catodo es ubicado en la parte
superior cerrando el sistema y la transferencia se lleva a cabo por una hora a 15 V.
Luego de la transferencia las membranas fueron utilizadas inmediatamente o

mantenidas a -20°C hasta su uso.

11 - Inmunoblot

Los sitios activos remanentes en la membrana de nitrocelulosa, fueron
bloqueados por incubacién con leche descremada en polvo 20 mg/ml en PBS con

0.2% de Tween 20 (PBS-TL), durante 60 min a TA. Como método alternativo de
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bloqueo, se utilizé6 en algunos casos, la inmersion en una solucién de
polivinilalcohol (PVA) 1 pg/ml durante 1 min [258]. Posteriormente se incub6 por
60 min. con una solucién de aFN diluido 1/1000 en PBS-TL. La membrana fue
posteriormente incubada con un segundo anticuerpo, anti-IgG de conejo biotinilado
(aRIgG-B), diluido 1/1000 en PBS-TL. En un paso posterior se incubd con
extravidina-fosfatasa alcalina (EFA) o avidina-peroxidasa (APer) 1/2000 en PBS con
Tween 20 y BSA mg/ml (PBS-TB). Cada uno de los pasos de incubacion se
desarroll6 a TA por 60 min y entre cada uno de ellos, 1a membrana se lavo 3 veces
con PBS 0.2% Tween 20 (PBS-T). Los complejos antigeno-anticuerpo fueron
revelados con: Nitro Blue Tetrazolium (NBT) 60 pg/ml y 5-Bromo-4-Cloro-3-
Indolyl fosfato p-toluidine salt (BCIP) 100 pg/ml para la fosfatasa. En el caso de la
peroxidasa, el sustrato utilizado fue Diaminobencidina (DAB) 0.4 mg/ml en Tris 0.1
M, H05 0.01%, pH=7.2.

Como protocolo alternativo, en algunos casos se siguié un protocolo con un
paso de incubacion menos, al utilizar segundo anticuerpo marcado con peroxidasa

diluido 1/1000 en PBS-TB.

12 - Inmunocitoquimica

Alicuotas de la suspension de espermatozoides epididimarios purificados
fueron colocadas sobre portaobjetos pretratados con polilisina 2 pg/ml. Una vez

secadas las gotas, las muestras fueron mantenidas a -20°C hasta su procesamiento.

Los sitios de unién inespecifica fueron bloqueados por incubacidn con suero

de cabra normal (SCAN) 5% en PBS con 5 mg/ml de BSA durante 30 min.
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Posteriormente se incubé con el primer anticuerpo, aFN 1/300 en PBS conteniendo
SCAN 3% y albumina bovina (BSA) 1 mg/ml (PBS-BS), durante 2 hs a TA. Luego
de 3 lavados de 5 min con PBS-T, se agregd el segundo anticuerpo anti-IgG de
conejo marcado con isotiocianato de fluoresceina (aRIgG-FITC), diluido 1/50 en
PBS-BS. Después de la incubacién de 30 min. a 37°C , los portaobjetos fueron
montados con glicerol en PBS (9:1), y wvisualizados en un microscopio de

epifluorescencia.

13 - Purificacion de FN

La FN se purifico por cromatografia de afinidad, siguiendo el método
descripto [329]. Brevemente, a una muestra de sangre se le agregd como
anticoagulante, un 10% de una soluciéon de citrato de sodio 3% en solucién
fisiologica, y se centrifugd a 3000 x g durante 30 min. El sobrenadante obtenido de
la centrifugacion a 3000 x g, fue pasado por una columna de Sepharosa para
eliminar a las especies que se unen inespecificamente a esta matriz. El percolado de
esta primera columna fue sembrado en una columna de gelatina-Sepharosa (Sigma)
equilibrada con PBS, y luego del lavado con PBS, se procedi6 a la elucion de la FN
utilizando Trs 50 mM, NaCl 1 M, Urea 2 M, pH=7.5. Después de dializar contra
PBS, la FN fue sometida a filtracion molecular utilizando una columna Superosa-12
por HPLC y se tom6 la fracciéon de mayor peso molecular. El grado de pureza de la
FN obtendida fue comprobado por electroforesis. La concentracion de FN en la

solucién final fue determinada por el método de Lowry [243].
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14 - Capacitacion

Los espermatozoides provenientes de las muestras de semen fueron
procesados como se detallo anteriormente, pero utilizando medio BWW para la
preparacion del Percoll y los lavados [6].

Composicion del medio BWW:

Componente mM
NaCl 94.5
KCl 4.8

Lactato de calcio 43

KH2PO4 1.2
MgS04.7H20 1.2
Glucosa 55

Piruvato de sodio 0.3
Lactato de sodio 1.9
NaHCO3 25.0

La suspension final fue resuspendida en este medio BWW con 35 mg/ml de
BSA, con una concentracién de espermatozoides de 5 x106 células/ml. Esta

suspension fue incubada por 18 hs a 37°C en una atmésfera con 5% de CO».
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15 - Reaccion acrosomal

Para inducir la reaccidn acrosomal, se agregd iondforo de calcio A23187 10
uM a la suspension de espermatozoides capacitados. Luego de una incubacién a
37°C durante 60 min., las células fueron lavadas tres veces con medio BWW sin
albumina.

Para la induccidn con fluido folicular humano, las muestras provenientes de
pacientes pertenecientes a un programa de fertilizacion in vitro, fueron clarificadas
por centrifugacién a 1500 x g durante 15 min, filtradas a través de una membrana
(Millipore 0.22 pm) y agrupadas en un pool. Este fluido fue procesado por
filtracion por centrifugacion a través de membranas con un limite de corte de 30 kD
(tubos centricon, Amicon). Para la induccién se utilizé 10% de fluido folicular en el

medio y una incubacion de 60 min [70].

Para determinar el resultado de la induccidn de la reaccion acrosomal, los
espermatozoides fueron inmovilizados en portas con Poli-L-lisina y sumergidos 30
min en etanol 96% a 4°C, para ser permeabilizados. Estos espermatozoides fueron
entonces tratados con la lectina Pisum sativum fluoresceinada (100 pg/ml en PBS)
30 min. a TA. Despues de tres lavados con PBS, los portas fueron montados y
observados en microscopio de epifluorescencia. Esta lectina reconoce componentes
intra-acrosomales, dando marca en el segmento ecuatorial en espermatozoides
reaccionados y marca en todo el acrosoma cuando las células estan intactas.
Aquellas células que presentan una tincion punteada en el acrosoma, han comenzado

a reaccionar y han sido consideradas como reaccionadas [127]. El porcentaje de
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cada uno de estos patrones de marca fue determinado, para cuantificar el grado de

induccion de la reaccion acrosomal.

16 - Enzimoinmunoensayo (ELISA)

La cuantificacién de FN en los distintos fluidos se llevé a cabo mediante un
enzimoinmunoensayo en placas de poliestireno (ELISA). Se desarrollé un método
con antigeno inmovilizado y competencia de anticuerpo por antigeno soluble. Para la
puesta a punto de este ensayo, se llevaron a cabo los siguientes procedimientos en

forma sucesiva.

Determinacion de la cantidad dptima de FN a inmovilizar.

Para ello se sembraron cantidades crecientes de la solucion de FN purificada,
desde 0.5 a 500 ng, y agregando PBS hasta llegar a un volumen total de 100 ul en
well. Todas las incubaciones se desarrollarona a TA y los lavados entre los distintos
pasos se hicieron con PBS-T, con 5 cambios de buffer. Los sitios remanentes para la
adhesion de proteina en el well, fueron bloqueados con PBS-TL. A continuacion se
incubd con el anticuerpo aFN en una concentracién no limitante (diluido 1/1000 en
PBS-TL). Los complejos antigeno-anticuerpo se detectaron por reaccion con aRIgG-
B diluido 1/1000 en PBS-TL, seguido de EFA, diluida 1/2000 en PBS-TB. La
reaccion enzimatica se evidencio por la liberacion de paramtrofenilo por hidrdlisis
de p-nitrofenilfosfato, 1 mg/ml en buffer dietanolamina 1 M, MgCl 0.5 mM,
pH=9.8. Cuando la absorbancia a 405 nm, medida en un fotocolorimetro para

microplacas (Metrolab), alcanzé 0.8 unidades, la reaccion enzimatica fue detenida
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por agregado de 100 pl de NaOH IM. Los valores de absorbancia medidos se
graficaron versus el logaritmo de los ng de FN agregada a los wells (Fig. 13). De
esta manera se determiné que la menor cantidad de FN que producia sefial maxima,

era 50 ng/well.

Titulacion del anticuerpo.

Una vez conocida la cantidad de FN a acoplar en la placa, se procedio a
determinar la dilucion de anticuerpo que otorgaria la mayor sensibilidad al sistema.
Para ello, wells con 50 ng de FN, una vez bloqueados, fueron incubados con
diferentes diluciones de aFN. Se testearon diluciones al medio seriadas, desde
1/1000 hasta 1/256000. Una vez completado el procedimiento, como se detalld
antes, se grafico la absorbancia obtenida en funcion del logaritmo del factor de
dilucién del anticuerpo (Fig. 14). La dilucién de anticuerpo a usar en los ensayos de
desplazamiento fue seleccionada como la dilucién que producia el 50% de la sefial

maxima, siendo ésta de 1/30000.

Curva de desplazamiento.

Para determinar la concentracion de FN en un fluido incégnita, se trazé una
curva de desplazamiento de la FN acoplada a la placa, con FN soluble. El anticuerpo
(diluido 1/30000) fue preincubado en tubos de ensayo, durante 30 min., con distintas
cantidades de FN patrén (de 0.5 a 500 ng ), para trazar la curva de desplazamiento, o
con los fuidos cuya concentracion de FN se queria determinar. Luego de esta
preincubacion, el contenido de los tubos se trasvasé a los wells, con FN pegada y
bloqueo previo, y se continué con el protocolo original. Con los datos de

absorbancia versus el logaritmo de los ng de FN soluble se traz6 una curva de
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Figura 13. Determinacion de la cantidad de FN a inmovilizar. Cantidades crecientes de FN
fueron acopladas a placas de poliestireno y una vez completado el enzimoinmunoensayo, se
grafico la absorbancia en funcion del logaritmo de los ng de FN agregados a cada well.
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Figura 14. Titulacién de anticuerpo. Wells conteniendo 50 ng de FN inmovilizada fueron
tratados con distintas diluciones de anticuerpo. Una vez completado el
enzimoinmunoensayo, se grafico la absorbancia obtenida versus el logaritmo del factor de
dilucién del anticuerpo.
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desplazamiento (Fig. 15A) que fue linearizada utilizando el sistema logit-log (Fig.
15B). La recta obtenida fue utilizada para obtener por interpolacion la concentracion
de FN en los fluidos incognita. La detectabilidad del ensayo fue de 4 ng FN, con un

error intraensayo e interensayo de 5% y 6% respectivamente.

17 - Caracterizacion de isoformas de NAG

Para analizar las caracteristicas de la actividad de NAG encontrada en el

fluido epididimario, se realizaron diversos tipos de analisis cromatografico.

a) Cromatografia de interaccion hidrofobica

El extracto epididimario fue dializado contra KoHPO4 0.1 M, pH=7.0 y se
agregd (NH4)2SO4 solido hasta llegar a 1M. Esta solucion fue agitada en frio
durante 30 min y centrifugada a 7500 x g por 5 min. El sobrenadante fue analizado
por HPLC (LKB), en una columna TSK Phenyl-5PW (7.5 x 75 mm, LKB),
previamente equilibrada con el buffer fosfato 1 M en (NH4)2SO4. La columna fue
eluida utilizando un flujo de 0.5 ml/min, comenzando por un lavado con 10 ml del
buffer de siembra, luego un gradiente salino decreciente en la concentracion de
sulfato de amonio, seguido de 10 ml de buffer fosfato solo y por ultimo agua. La
elucion de proteinas fue registrada utilizando un filtro de 260 nm en un detector
(Uvicord S, LKB 2138) acoplado a un registrador. La actividad enzimatica fue

determinada en cada una de las fracciones de 1 ml, obtenidas mediante un colector

automatico (Helirac, LKB 2212).
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Figura 15. Curva de desplazamiento. Utilizando una dilucion de anticuerpo limitante, se
prepar6 una curva de desplazamiento de la FN inmovilizada, con FN soluble. A - Los
resultados de absorbancia se graficaron versus los ng de FN soluble. B - Los datos de la
curva de desplazamiento fueron linearizados utilizando el sistema logit-log.
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b) Cromatografia de filtracion molecular
Para determinar el peso molecular de la NAG en condiciones nativas,
llevamos a cabo una filtracion molecular en una columna de HPLC-Superosa 12
(Pharmacia). La columna fue previamente calibrada utilizando los siguientes

patrones de peso molecular (Sigma).

Blue dextran 2000 kD
Tiroglobulina 669 kD
Apoferritina 443 kD
B-Amilasa 200 kD
Alcohol deshidrogenasa 150 kD
BSA 12.4 kD

Se traz6 una recta patrén por regresion lineal del logaritmo del peso
molecular de las proteinas estandar en funcién del cociente volumen de
elucion/volumen muerto. La muestra fue dializada contra PBS y sembrada en esta
columna con un flujo de 0.3 ml/ml. La actividad enzimatica fue medida en cada una
de las fracciones y el peso molecular de la enzima fue determinado por interpolacion

en la recta patron.
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Figura 16. Calibracion de la columna de filtracion molecular (Superosa 12). Diversos
patrones de peso molecular fueron sembrados en la columna de filtracion colecular y se
grafico el logaritmo del peso molecular en funcién de la relacion volumen de
eluciéon/volumen muerto.
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¢) Cromatografia de intercambio anionico
Las muestras fueron dializadas contra buffer fosfato 10 mM, pH=7.0 y
sembradas en una columna de HPLC MonoQ (LKB, Pharmacia, volumen de lecho 1
ml). La elucion se llevo a cabo con un flujo de 1 ml/min, comenzando con un lavado
de 5 ml de buffer de siembra, un gradiente lineal de 65 ml desde 0 a 0.5 M NaCl y
finalmente 5 ml de NaCl 0.5 M.

d) Ensayos de sensibilidad

Para determinar la sensibilidad al calor, alicuotas de cada solucién de enzima
fueron incubadas a 50°C en BC conteniendo BSA 1 mg/ml. Se tomaron alicuotas de
cada solucion a los 0, 5 y 10 min y se procedid a determinar la actividad enzimatica
como se describi¢ anteriormente. Los resultados se expresaron como el porcentage

remanente de la actividad a tiempo cero.

Para estudiar la sensibilidad al pH, alicuotas de muestra fueron diluidas en
buffer citrato 0.1 M, pH=4.5 o en fosfato 0,1 M, pH=6. Una vez incubadas 60 min a
TA, se realizd el ensayo de actividad enzimatica, verificando que la adicién de BC

llevaba el pH del medio de reaccién al valor adecuado (pH=4.5).

18 - Analisis estadistico

Para estudiar la significancia global del aumento a lo largo del epididimo, en
la concentraciéon de FN y en el nimero de espermatozoides con SE positivo con

aFN, se utilizd el test Page para alternativas ordenadas [349]. Para los resultados de
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NAG, se utiliz6 el test Jonckheere para muestras independientes [350]. La diferencia
entre distintos segmentos se analizd mediante el test de Friedman con comparaciones
multiples para FN y con el test de Kruskal-Wallis para los resultados de NAG
[349,350]. Las comparaciones entre SN4 y CEP y entre EE, EC y ER, fueron
analizadas en base al test de Wilcoxon para muestras relacionadas [348]. Los
resultados de CEP y PS fueron analizados mediante el Median test en el caso de FN,
y con el test de  Wilcoxon-Mann-Whitney para NAG [351]. Los analisis de las
isoformas de NAG fueron analizados con el test de Wilcoxon para SN1/SN4,
SN4/CEP y extractos de espermatozoides y con el Wilcoxon-Mann-Whitney test
para CEP/PS y PS y semen de pacientes vasectomizados [348,351] Los valores
promedio del porcentage de espermatozoides con SE positivo en muestras sensibles
e insensibles al fluido folicular, se analizaron utilizando el test de Wilcoxon-Mann-
Whitney [348]. La correlacion entre RA y presencia de FN en el SE, se estudid

utilizando el Spearman test [352].
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RESULTADOS - PRIMERA PARTE
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1. A - PROTEINAS SINTETIZADAS Y SECRETADAS POR EL
EPIDIDIMO HUMANO EN CULTIVO

Con la intencién de identificar proteinas sintetizadas y secretadas por el
epididimo humano que pudieran intervenir en el proceso de maduracion, estudiamos
la sintesis de novo en un cultivo de 6rgano de los distintos segmentos epididimarios.
Los medios de cultivo conteniendo las proteinas radiactivas sintetizadas in vitro,
fueron inicialmente analizados por electroforesis en busca de un patrén diferencial

de sintesis a lo largo del 6rgano.

Este procedimiento se repitié para 15 muestras, para cada una de las cuales se
analizaron los pesos moleculares de las proteinas secretadas, la abundancia relativa

de las mismas y el patron de secrecion a lo largo del 6rgano.

Para poder hacer un analisis conjunto, los resultados se agruparon en funcién
del peso molecular aproximado. De esta manera, mas alla de las diferencias
individuales tanto en pesos moleculares como en intensidad, se encontraron

caracteristicas comunes entre los distintos casos analizados.

En la tabla I se detallan las proteinas que aparecieron al menos en el 40% de
los casos estudiados. Las mismas corresponden a pesos moleculares aproximados de
17 a 220 kD. Entre todas éstas, algunas presentan una distribucién uniforme a lo

largo del érgano, mientras que otras muestran una secrecion diferencial (Fig. 17).
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Figura 17. Caracterizacion de las proteinas epididimarias sintetizadas in vitro por explantos
provenientes de caput proximal (M1), caput distal (M2), corpus proximal (M3) y corpus
distal (M4). Las proteinas sintetizadas de novo, fueron analizadas por electroforesis y

fluorografia.
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Por ejemplo:

- Una banda de 220 kD, que aparece en el 87% de los casos y se encuentra en menor

cantidad en caput proximal. Esta proteina ha sido identificada, segin se detalla mas

adelante.

- En todos los casos, aparece una banda de 74 kD (o un doblete 74/68 kD) que

presenta secrecion aumentada a lo largo del 6rgano y es una de las mas abundantes.

- Un comportamiento diferente, pero no menos interesante, muestra la banda de 54
kD, que aparece en el 73% de los casos estudiados y posee secrecion exclusiva en

caput proximal, donde es la banda mas abundante.

- Otras proteinas de 43 y 39 kD, que aparecen con alta intensidad y secrecion

aumentada a lo largo del 6rgano.

- Por ultimo, una banda de 28 y 25 kD, que es secretada en menor cantidad por

segmentos proximales.
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TABLA 1

PESOS MOLECULARES DE LAS PROTEINAS SINTETIZADAS Y
SECRETADAS POR EPIDIDIMOS HUMANOS EN CULTIVO

PM (kD) F (%) aCEP aKCL OBSERVACIONES
220+ 13 87 + + Identificada.
183 £2 54
154 +3 46 +
133+£3 60 +
123+£3 46 + +
114+2 54
107 x£2 60 + Ml <
100+ 2 60
93 +1 60
862 53 + M1 < (con aCEP).
742 100 + + MIiI<
68+1 73 + + Mi<
611 46
591 46 + + Mi<
54+1 73 + + Solo en M1
51x1 60 +
46 + 2 87 + +
43 +3 100 + + Mi<
39+ 1 60 + + Mil<
36+ 1 54
33x1 54
31+1 53 + +
281 60 + + MI<
25+ 1 93 + + Mi<
21+1 80
18+1 53 M1 <
17+ 1 53 Ml <

Los resultados representan el promedio de 15 casos analizados. Los nimeros representan los
pesos moleculares (+ error standard) en kD y la frecuencia de aparicion (F). Se destaca la
reaccion con los anticuerpos, aCEP y aKCl. En las observaciones se sefialan las
caracteristicas particulares que se detallan en el texto; el signo < indica una menor
concentracion en M1.
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1.A.1 - Caracterizacién de las proteinas sintetizadas in vitro

Para caracterizar de alguna manera estos polipéptidos, comenzamos por
estudiar cuales se encontraban en el fluido epididimario in vivo. Para ello, los
medios de cultivo conteniendo las proteinas radiactivas sintetizadas in vitro, fueron
inmunoprecipitadas con un anticuerpo dirigido contra el contenido luminal del cauda

epididimario (aCEP).

Este anticuerpo reconocié muchas de las proteinas descriptas en la tabla I (ver
columna aCEP)(Fig. 18), indicando la presencia de las mismas en el fluido del cauda
epididimario y sugiriendo su secrecion in vivo. Todas aquellas proteinas que, por
presentar un patrén diferencial, fueron analizadas en detalle en el punto anterior,

fueron reconocidas por aCEP.

Ademas de indicar la secrecion in vivo de estas proteinas, el uso de este
anticuerpo reveld la existencia de otro polipéptido de 86 kD que presenta una
distribucion diferencial. Probablemente no aparecié en el analisis de los medios de

cultivo debido a una baja abundancia relativa.

1.A.2 - Presencia de proteinas epididimarias en los espermatozoides

Para determinar si alguna de estas proteinas aparecian en la superficie de los

espermatozoides, hicimos un analisis indirecto.
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Figura 18. Inmunoprecipitacion de los medios radiactivos provenientes de caput proximal
(M1), caput distal (M2), corpus proximal (M3) y corpus distal (M4), con un anticuerpo
dirigido contra el contenido luminal del cauda epididimario (aCEP), o suero de conejo
preinmune como control (SCN). Las proteinas inmunoprecipitadas fueron analizadas por

electroforesis y fluorografia.
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Los mismos medios de cultivo fueron analizados utilizando un anticuerpo
dirigido contra un extracto salino de espermatozoides eyaculados (aKCl). Este
anticuerpo, adsorbido contra citosol de testiculo y semen de un paciente
vasectomizado, permite reconocer antigenos de espermatozoide de origen puramente

epididimario.

La inmunoprecipitacion con este anticuerpo, revel6 que las proteinas de 220,
123, 86, 74/68, 59, 54, 46, 43, 39, 31, 28 y 25 kD, estan presentes en la superficie de

espermatozoides humanos eyaculados (Fig. 19, tabla I, columna aKCl).

1.A.3 - Identificaciéon de fibronectina como una de las proteinas

sintetizadas y secretadas por el epididimo humano.

La descripcién de FN en plasma seminal humano [131] nos impuls6 a pensar
en un posible origen epididimario de la misma. Analizando los resultados recién
descriptos, una de las bandas presentes en los medios de cultivo, correspondia a 220
kD, un peso molecular similar al de las subunidades de la FN. Para determinar si
esta banda correspondia a esta proteina, realizamos una inmunoprecipitaciéon con un

anticuerpo policlonal especifico aFN.

Los resultados obtenidos se muestran en la fig 20, donde se observa que este
anticuerpo logré precipitar a la proteina de 220 kD (linea aFN). Para verificar ésta
identidad, se realiz6 un experimento similar, pero en presencia de 50 pg de FN

plasmatica sin marcar. Como puede verse en la linea aFN+FN, la FN no-radiactiva
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Figura 19. Inmunoprecipitacion de los medios radiactivos provenientes de caput proximal
(M1), caput distal (M2), corpus proximal (M3) y corpus distal (M4), con un anticuerpo
dirigido contra un extracto salino de espermatozoides humanos (aKCl). Las proteinas
inmunoprecipitadas fueron analizadas por electroforesis y fluorografia.
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compite por el anticuerpo con la proteina proveniente del cultivo, produciendo la

desaparicion de la banda de 220 kD.

La inmunoprecipitacién de esta misma banda por aCEP y aKCl, indica la
existencia de ésta proteina en el fluido del cauda epididimario in vivo y su presencia

en espermatozoides (Fig. 19y 20).

1.B - CARACTERIZACION DE LA FIBRONECTINA COMO FACTOR DE
MADURACION DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS

1.B.1 - Presencia de FN en fluido y espermatozoides de cauda epididimario

La presencia de FN en espermatozoides humanos eyaculados [406] y su
posible asociacién con la morfologia del mismo [151], nos llevaron a pensar si esta
proteina estaria relacionada con la funcionalidad del espermatozoide. La primera
parte de este proceso de adquisicion de funcionalidad por parte del espermatozoide,
se verifica en el epididimo. Por lo tanto, primero quisimos confirmar la presencia de
FN en fluido y en espermatozoides del cauda epididimario. Para ello,
espermatozoides del cauda fueron extraidos con SDS 2% y, junto con fluido del
mismo origen (CEP) y plasma sanguineo como control, fueron analizados por

electroforesis e inmunoblot con un anticuerpo aFN.

Como puede verse en la fig. 21, el fluido epididimario contiene FN soluble

(linea b), con caracteristicas similares a la de plasma sanguineo (linea a), en cuanto
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Figura 20. Identificacion de fibronectina (FN) como una de las proteinas sintetizadas por el
epididimo humano. El medio radiactivo proveniente de caput distal (M2) fue
inmunoprecipitado con un anticuerpo anti-FN (aFN). La especificidad de la reacciéon fue
comprobada por desplazamiento con FN no radiactiva (aFN + FN). Suero normal de conejo

como control (C).
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Figura 21. Deteccion de FN en fluido y espermatozoides del cauda epididimario. El fluido
obtenido por perfusion del cauda epididimario (b), y un extracto de SDS de espermatozoides
provenientes del mismo segmento (c), fueron analizados por inmunoblot con aFN, utilizando

suero humano como control (a).
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a su peso molecular (230 y 203 kD) e inmunogenicidad (reacciéon con aFN) . Por
otro lado, ya en espermatozoides de cauda epididimario se detecta la presencia de

FN (linea c).

1.B.2 - Aparicién de FN en extractos de las distintas zonas

epididimarias

Una vez determinada la existencia de FN en el fluido del cauda epididimario,
se quiso estudiar si estaba presente en el fluido de todos los segmentos y/o si
mostraba una concentracion variable a lo largo del epididimo. Para ello, cantidades
iguales de proteina de los sobrenadantes obtenidos a partir de cada segmento

epididimario, fueron analizados por inmunoblot.

Repitiendo este procedimiento para 17 muestras individuales, en algunos
pacientes se encontrd una banda de alto peso molecular reactiva con el anticuerpo
aFN, pero en la mayoria se observo una serie de bandas en ésta zona y algunos
mostraron una serie de proteinas positivas de menor tamafio. Sin embargo, mas alla
de estas diferencias cualitativas, se observd un resultado comun en todos los casos:

un aumento progresivo en la sefial con aFN a medida que los extractos provenian de

segmentos mas distales.

En el ejemplo que se muestra (Fig. 22), los sobrenadantes de caput proximal
(SN1) y distal (SN2) no contienen cantidades de FN detectables con éste método.
Mientras que en corpus proximal (SN3) la sefial es fuerte y aumenta en corpus distal

(SN4). Algunos casos presentaron leves cantidades de FN en sobrenadantes
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Figura 22. Inmunoblot de extractos epididimarios. Igual cantidad de proteina de los
sobrenadantes de caput proximal (SN1), caput distal (SN2), corpus proximal (SN3) y
corpus proximal (SN4) fueron analizados por inmunoblot con aFN.
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provenientes de zonas epididimarias anteriores. Sin embargo, la aparicién de una

sefial fuerte correspondié a extractos provenientes de corpus.

1.B.3 - Cuantificacion de FN en los extractos de las distintas zonas

epididimarias

El aumento progresivo en la concentraciéon de FN evidenciado de manera
cualitativa con los ensayos de inmunoblot, fue corroborado cuantitativamente. Para
ello, se desarrolld un enzimoinmunoensayo (ELISA) para FN, utilizando un sistema
con antigeno inmovilizado y antigeno soluble compitiendo por el anticuerpo, segun

se detallo en materiales y métodos.

Para 11 casos analizados, los valores obtenidos se muestran en la Tabla II.
Las diferencias entre pacientes detalladas en el punto anterior, también se
evidenciaron en el resultados de los ELISA. Estas diferencias aparecen tanto en los
niveles de FN en un mismo segmento para distintos pacientes, como en el aumento a
lo largo del érgano. Por ejemplo, en SN4 el caso EH76 contiene 1,01 pg FN/mg
proteina mientras que para el caso EH85 el valor correspondiente es 18,9. Sin
embargo, en todos los casos se confirmé el aumento en la concentracién de FN
desde caput proximal a corpus distal. Algunos pacientes mostraron aumento
graduales a lo largo del érgano (casos EH78, EH84 y EH91, entre otros), mientras
que otros aumentan de manera muy pronunciada en corpus (como el EH93).

También se encontraron diferencias en el grado de aumento total entre SN1 y SN4,



95
por ejemplo, para EH78, la concentracion de FN se duplica y para el caso EH93,

SN4 presenta 40 veces mas FN que SN1.

Tomando éstos resultados en conjunto, la concentracion de FN aumenta a lo
largo del epididimo (p<0,001), con valores promerio: 0.52, 0.90, 2.62 y 5.57 pg
FN/mg proteina en caput proximal, caput distal, corpus proximal y corpus distal, con
un aumento promedio de 12 veces entre SN1 y SN4 (Fig. 23). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de FN de segmentos

adyacentes, pero si entre segmentos mas distantes (ver fig. 23).

1.B.4 - Origen luminal de la FN epididimaria

El epididimo esta formado por un unico tibulo cuyo diametro varia a lo largo
del 6rgano. En caput y corpus, la perfusion del tubulo es metodolégicamente muy
complicada, sino imposible. Por este motivo, los extractos epididimarios de caput y
corpus provienen del sobrenadante de la disgregacion mecanica de dichos
segmentos. El uso de estos extractos como fuente de fluido luminal, podria
introducir un error en los resultados obtenidos, debido a la posible contaminacién de
los extractos con proteinas provenientes del tejido conectivo. Sin embargo, el fluido
luminal del cauda epididimario (CEP) puede ser facilmente obtenido por perfusion a
través del vas deferens, minimizando de esta manera la contaminacién. Este fluido
se obtuvo en las muestras que, luego de la cirugia, contenian una porcién del vas

deferens suficiente para que se realice la perfusion.



TABLA I
CONCENTRACION DE FN EN FLUIDO DE LAS DISTINTAS
ZONAS EPIDIDIMARIAS
(ng FN/mg proteina)
SN1 SN2 SN3 SN4

EH76 0.34+0.01 035+0.05 0.48+0.07 1.01 £0.07
EH78 0.27 £0.01 047+£0.04 097£0.22 1.27+£0.18
EII81 0.28 £0.01 076 £0.14 5.60+0.34 7.97+£0.93
EHS83 0.47+0.03 088+0.05 473+036 6.56 £ 0.47
EII84 0.35+0.03 046+005 070+0.14 1.22+0.12
EII85 0.80 £ 0.09 1.93+£029 3.04+048 189+1.5
EHS87 0.80+0.03 1.06 £0.13 1.49+£0.17 5.50+0.66
EII88 1.25+0.09 2.13£0.10 4.08 £0.38 7.42+0.76
EH91 0.16 £ 0.03 0.24+0.03 0.61 £0.03 0.99+0.13
EH92 0.83 +£0.04 1.33+£0.11 1.52+0.17 1.67+0.10
EII93 0.23+0.04 0.29£0.05 0.54 +£0.03 8.69 +£1.62
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La concentracion de FN fue medida mediante enzimoinmunoensayo en los sobrenadantes
provenientes de la disgregacion de caput proximal (SN1), caput distal (SN2), corpus
proximal (SN3) y corpus distal (SN4).
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Figura 23. Aumento de la concentracion de FN a lo largo del epididimo. La concentracion
de FN fue medida mediante enzimoinmunoensayo en los sobrenadantes provenientes de la
disgregacion de caput proximal (SN1), caput distal (SN2), corpus proximal (SN3) y corpus
distal (SN4). Los valores representan los promedios de 11 casos + el error estandar.

* p<0,001 vs. SN4 y p<0,01 vs. SN3

** p<0,01 vs. SN4
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Se midié la concentracion de FN en CEP para 9 pacientes, utilizando el
ensayo de ELISA, encontrando nuevamente un amplio rango de concentraciones,

desde 1,41 hasta 39,8 pg de FN/mg de proteina total (Tabla III, CEP).

Para estudiar el posible el origen luminal de la FN epididimaria, comparamos
la concentracion de FN en SN4 y CEP. En casi todos los casos estudiados, excepto
dos, la concentracion de FN es mayor en CEP que en SN4, con aumentos variables
que llegan hasta 12 veces (Tabla III, ver columna N). Los valores promedio
encontrados, 5.57 pg FN/mg proteina para el sobrenadante de corpus distal vs.17.1
pg FN/mg proteina para el perfundido del cauda, revelan una concentracién 4 veces

mayor en CEP (p<0.001, Fig. 24).

1.B.5 - Fibronectina en espermatozoides epididimarios

Tomando en cuenta el aumento en la concentracion relativa de FN a lo largo
del epididimo, quisimos estudiar si estos cambios producian alguna alteracion en los
espermatozoides epididimarios. Para ello, los espermatozoides obtenidos de cada
uno de los segmentos del epididimo, inmovilizados sobre portaobjetos, fueron

analizados mediante inmunofluorescencia con aFN.

Observamos que en caput proximal s6lo un bajo porcentaje de células
aparecian marcadas, con sefiales generalmente débiles y difusas en toda la cabeza.
Sin embargo, algunas células mostraban sefiales intensas en la zona del segmento
ecuatorial (SE) y post-acrosomal (Fig. 25a, ver flecha). Los espermatozoides de

segmentos intermedios mostraban una sefial mas limitada alrededor del SE, aunque
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TABLA III
CONCENTRACION DE FN EN SN4 Y CEP
(pg FN/mg proteina)
SN4 CEP N
EH76 1.01 £0.07 12012 12
EH78 1.27+0.18 1.75+0.32 1.4
EHS81 7.97+0.93 31.1+4.1 39
EHS8S 189+ 1.5 36.8+4.1 1.9
EHS7 5.50 +0.66 6.06 £0.23 1.1
EHSS8 742 +0.76 124+1.0 1.7
EH91 0.99+0.13 1.41£0.20 1.4
EH92 1.67£0.10 123+1.6 7.4
EH93 8.69+1.62 398+7.0 4.6

La concentracion de FN fue medida por enzimoinmunoensayo en sobrenadantes de la
disgregacion de corpus distal (SN4) y perfundidos del cauda epididimario (CEP). N =
aumento relativo de la concentracion de FN (CEP/SN4).
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,5 U8 FN/mg proteina total

Figura 24. Origen luminal de la FN presente en los sobrenadantes epididimarios. La
concentracion de FN fue medida por enzimoinmunoensayo, en varias muestras de
sobrenadante de corpus distal (SN4) y perfundido del cauda epididimario (CEP). Los
valores representan el promedio de 9 casos + el error estandar.

* p<0,001
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los limites del mismo aparecian algo difusos (Fig. 25b). En espermatozoides
provenientes del cauda, casi todas las células resultaron positivas, con una marca

especificamente localizada y restringida al SE y zona post-acrosomal (Fig. 25c¢).

Tomando en cuenta que la FN se distribuye en el SE de espermatozoides
eyaculados, analizamos el nimero de células que mostraban ésta localizaciéon de FN
a lo largo del epididimo. Como puede verse en la fig. 26, un 18% de los
espermatozoides de caput proximal presentan marca en el SE. Un porcentaje similar
se obtuvo para caput distal (23%). En corpus proximal, la proporcion de células con
este tipo de sefial creci6 hasta el 38%, aunque recién en corpus distal se observo una
diferencia significativa (p<0.01), con un 64% de espermatozoides marcados en el
SE.

En conclusion, se encontrd un aumento en el nimero de espermatozoides con

SE positivo a lo largo del epididimo (p<0.001).

1.B.6 - Contribucion del fluido epididimario a la FN de plasma seminal

Luego de la descripcion de la presencia de FN en plasma seminal (PS) [131],
se sugirid que ésta provenia de las secreciones de las glandulas accesorias [239].

Nuestros primeros resultados demostraron la presencia de FN en el fluido
epididimario. Quisimos determinar si el epididimo contribuia de manera sustancial a
la FN de plasma seminal. Para ello, determinamos la concentraciéon de FN en varias

muestras de plasma seminal (n=4) y comparamos los niveles promedio de
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Figura 25. Localizacion de la FN en espermatozoides epididimarios. Espermatozoides
provenientes de caput proximal (a), corpus proximal (b) y cauda (c) fueron analizados
mediante inmunofluorescencia con aFN. En el panel (d) se observa la reaccion obtenida para

espermatozoides de cauda tratados con suero normal de conejo como control.
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100% espermatozides con SE positivo

Figura 26. Proporcion de espermatozoides con FN en el segmento ecuatorial a lo largo del
epididimo. Los espermatozoides provenientes de caput proximal (1), caput distal (2), corpus
proximal (3) y corpus distal (4), fueron analizados mediante inmunofluorescencia indirecta
con aFN.

* p<0.05 vs SN1
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PS y CEP. Como puede verse en la fig. 27, la concentracidon relativa de FN en PS es
dos veces menor que en CEP (p<0,001), con valores de 17.1 vs 7.0 pg FN/mg

proteina respectivamente.

1.C - COMPORTAMIENTO Y POSIBLE RELACION DE LA
FIBRONECTINA CON LOS EVENTOS POSTERIORES A LA
MADURACION

1.C.1 - Fibronectina y capacitacion

Una vez concluido el proceso de maduracion, la siguiente etapa en el proceso

de adquisicién de funcionalidad por parte del espermatozoide, es la capacitacion.

Quisimos estudiar si la FN de superficie de los espermatozoides, sufria alguna
alteracion como consecuencia de este proceso. Para ello, se utilizaron
espermatozoides eyaculados provenientes de donantes con fertilidad probada. Se
analiz6 la cantidad de FN asociada a los espermatozoides y la distribucién que la

misma mostraba en la superficie de los mismos.

Para cuantificar a la FN de superficie, se utilizaron células enteras como
fuente de FN soluble en el ensayo de ELISA descripto anteriormente. Suspensiones
de espermatozoides eyaculados (EE) y capacitados (EC) fueron analizadas para 6
muestras distintas, y los resultados se encuentran en la tabla IV. En la mayoria de los

casos se observd un aumento en el nivel de FN luego de la capacitacion,
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aunque la magnitud del mismo fue variable entre las distintas muestras (desde 34

hasta 250% de aumento, ver columna N).

Los valores promedio fueron 35 y 75 ng FN/millon de espermatozoides
eyaculados y capacitados respectivamente, con un aumento significativo cercano al

100% (p<0.05, fig. 28).
1.C.2 - Fibronectina y reaccion acrosomal

Luego de la capacitacion, el espermatozoide esta preparado para sufrir la
reaccion acrosomal y la ocurrencia de la misma es otro parametro funcional. Por lo
tanto, el paso siguiente fue analizar el contenido de FN en los espermatozoides luego
de la RA. Una alicuota de las muestras de espermatozoides capacitados (EC), fue
inducida a reaccionar por incubacién con iondéforo de calcio A23187 siguiendo el
procedimiento descripto en materiales y métodos. La suspension de espermatozoides
reaccionados (ER) fue utilizada en el ensayo de ELISA y, por otro lado, se
determind el grado de induccidon de la reaccién acrosomal por citoquimica con

Pisum Sativum.

El nivel de FN en espermatozoides capacitados (EC) fue comparable al de los
ER (Tabla V). Los valores promedio se muestran en la fig. 29, no encontrandose
diferencia significativa entre ambos. En cuanto al grado de induccién de reaccion

acrosomal, se obtuvo un promedio de 45% de espermatozoides reaccionados.
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TABLA III
CONCENTRACION DE FN EN SN4 Y CEP
(ng FN/mg proteina)
SN4 CEP N
EII76 1.01 £0.07 120+£1.2 12
EH78 1.27+0.18 1.75+£0.32 1.4
EII81 7.97 £0.93 31.1+£4.1 3.9
EII85 189+1.5 36.8+4.1 1.9
EHS87 5.50 £ 0.66 6.06 + 0.23 1.1
EHS88 7.42+0.76 124+ 1.0 1.7
EH91 0.99+0.13 1.41+0.20 1.4
EH92 1.67+0.10 123£1.6 7.4
EH93 8.69+ 1.62 39.8+7.0 4.6

La concentracion de FN fue medida por enzimoinmunoensayo en sobrenadantes de la
disgregacion de corpus distal (SN4) y perfundidos del cauda epididimario (CEP). N =
aumento relativo de la concentracion de FN (CEP/SN4).
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Las suspensiones de espermatozoides eyaculados (EE), capacitados (EC) y
reaccionados (ER) fueron analizadas por inmunofluorescencia con aFN. No se
observaron diferencias en la sefial obtenida para los distintos tipos de
espermatozoides, ya sea en la localizacién o en el nimero de células positivas (Fig.

30).

Disociacion de la fibronectina de espermatozoides

Para analizar el tipos de asociacion existente entre la FN y el espermatozoide,
se utilizaron diversos agentes disociantes y los extractos obtenidos se analizaron por

inmunoblot.

Como puede verse en la fig. 31, una solucion con alta fuerza idnica (0.6 M
NaCl) no logra disociar una cantidad considerable de FN (ver linea NaCl). Por otro
lado, la ruptura de puentes disulfuro con (DTT), o el uso de un detergente no 16nico
(DOC) extrae mayor cantidad de FN (lineas DTT y DOC respectivamente). Cuando
utilizamos un agente caotropico (Urea 8 M) o un detergente i6nico (SDS),

obtuvimos una alta sefial (lineas Urea y SDS respectivamente).

La extraccion sucesiva con DOC y SDS permite demostrar que una vez
producida la extraccion con DOC, el SDS es capaz de disociar mas FN (Fig. 31,
linea D-SDS). Esto demuestra la existencia de dos pooles de FN, al igual que sucede

en hepatocitos [250].
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TABLA V

CONTENIDO DE FN EN ESPERMATOZOIDES
CAPACITADOS Y REACCIONADOS

(ng FN/106 cél.)
EC ER
1 28 42 23+ 2
2 51+4 59+ 14
3 39+7 32+ 4
4 127 + 36 145 £ 1
5 82 +26 122 + 14
6 123 + 11 144 £ 11

La cantidad de FN en la superficie de espermatozoides eyaculados (EE) y reaccionados
(ER), fue cuantificada por enzimoinmunoensayo.
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Figura 31. Disociacion de la fibronectina de espermatozoide. Extractos obtenidos por
tratamiento con NaCl (NaCl), ditiotreitol (DTT), deoxicolato (DOC), Urea, SDS y SDS
luego del DOC (D-SDS) fueron analizados por inmunoblot con aFN.
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1.C.3 - Correlacion entre presencia de FN y capacidad de sufrir reaccion

acrosomal

Quisimos estudiar si existia alguna relacion entre la presencia de FN y la
capacidad de sufrir reaccién acrosomal. Para estudiar este aspecto, el uso del
ionoforo de calcio como inductor es inapropiado, ya que produce un efecto de tipo
farmacoldgico independiente de los mecanismos celulares que producen la reaccion
acrosomal. La capacidad de sufrir RA acrosomal inducida por fluido folicular
humano ha sido relacionada con altos porcentajes de fertilizacion in vitro [112]. Por
lo tanto, utilizamos como método fisiolégico de induccion, la presencia de fluido

folicular humano.

Muestras de espermatozoides provenientes de pacientes participantes de un
programa de fertilizacion in vitro, una vez capacitados, fueron por un lado inducidos
a reaccionar con fluido folicular y por otro evaluados por inmunolfuorescencia con
aFN. En funcion de la respuesta al fluido folicular humano, las muestras fueron
divididas en sensibles (+) e insensibles (-) a este tratamiento [70]. Analizando el
porcentage de espermatozoides con FN en el segmento ecuatorial en cada uno de

estos grupos, encontramos que:

A - En los pacientes que responden al fluido folicular (+), el promedio de células
con FN en el SE fue del 42%. De estos 8 pacientes, 7 presentaban mas del 30% de
células marcadas. En los pacientes insensibles al fluido folicular (-), la media de
espermatozoides marcados fue del 17% (p<0.0008 vs. pacientes (+)), y s6lo el 2 de

17 presentaron un porcentaje de células marcadas superior al 30% (Fig. 32).
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Figura 32. Correlacion entre induccion de reaccion acrosomal (RA) y reaccion con aFN.
Porcentaje de espermatozoides con FN en el segmento ecuatorial (FN-SE) que reaccionaron
(+) o no (-), ante la induccion con fluido folicular. Las lineas indican el promedio de

espermatozoides positivos en cada grupo.

* p<0.0007
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B - La correlacion entre la presencia de FN en el SE y la capacidad de respuesta al

fluido folicular humano presenta un indice r=0.42 (p<0.0007).

E) acrosoma contiene gran variedad de enzimas necesarias para penetrar la
matriz extracelular del ovocito, la ZP. Como la FN es una proteina de matriz
extracelular, quisimos estudiar si la FN sufria procesamiento proteolitico como
consecuencia de la RA. Para ello, extractos de espermatozoides eyaculados (EE) y
reaccionados (ER) fueron analizados por inmunoblot con aFN. Como puede verse en
la fig. 33, la banda mayoritaria en los extractos de EE (linea EE), tiene un peso

molecular mayor que la banda principal que se observa para ER (linea ER).
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Figura 33. Proteolisis de la FN. Extractos de espermatozoides eyaculados (EE) y
reaccionados (ER) fueron analizados por inmunoblot con aFN.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta primera parte del trabajo, permiten
caracterizar a las proteinas sintetizadas in vitro por el epididimo humano. Entre
ellas, nuestro interés se enfocd unicamente sobre las que presentan algun

comportamiento diferencial a lo largo del érgano.

Una de estas, es la proteina de 54 kD, que es secretada principalmente en
caput proximal, mientras que otras presentan una sintesis aumentada a lo largo del
organo. Entre ellas, describimos polipéptidos con pesos moleculares aproximados de
220, 107, 86, un doblete 74/68, 59, 43, 39, 28, 25, 18, 17 kD. La mayoria de estas
proteinas fueron reconocidas por el anticuerpo aCEP, que reconoce proteinas del

lumen del cauda epididimario, indicando que también son secretadas in vivo.

El anticuerpo dirigido contra una extracto salino de espermatozoides humanos
eyaculados fue capaz de inmunoprecipitar los polipéptidos de 220, 123, 86, 74/68,
59, 54, 46, 43, 39, 31, 28 y 25 kD, sugiriendo la presencia de antigenos relacionados
en la superficie de los espermatozoides. Podria hipotetizarse que estas proteinas una

vez secretadas por el epitelio epididimario, se asociarian a los espermatozoides.

Durante el desarrollo de la presente tesis, otro grupo de investigadores
publicé un trabajo similar [326]. En él, encontramos algunas similitudes con
nuestros resultados: un polipéptido de 56 kD que aparece unicamente en el medio
proveniente del cultivo de caput epididimario proximal, proteinas con sintesis

aumentada en zonas distales (pesos moleculares 90, doblete 80/76, 58, 42, 38, 24 y
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17 kD); y reaccion de algunas de éstas con un anticuerpo anti-espermatozoide
(80/76, 66, 48, 22 y 17 kD). Sin embargo, encontramos grandes diferencias en
cuanto a las proteinas de alto peso molecular. Por encima de 100 kD, solo

encuentran dos polipéptidos, y ninguno de mas de 175 kD.

Otros autores, reportan la aparicion de nuevos componentes en
espermatozoides humanos de cauda, con pesos moleculares aproximados de 37, 27,

24, 18, 17y 14 kD [101].

En un trabajo reciente, se estudié el efecto de diversos anticuerpos
antiespermatozoide, en funcién de su efecto en un ensayo de fusion con ovocitos de
hamster sin zona [53]. De esta manera, se describen una serie de antigenos de pesos
moleculares aproximados de 100, 53, 24, 17 y 18 kD, que son reconocidos por
anticuerpos que mostraron un efecto inhibitorio en el ensayo de fusion, indicando su
posible participacion en este proceso. Estos antigenos, exceptuando el de 53 kD, son
de origen epididimario y aparecen en los espermatozoides como resultado de su paso
por este oOrgano. Algunos de ellos coinciden con los resultados obtenidos en el
presente trabajo. La participacion en fertilizacidn de proteinas epididimarias
humanas de bajo peso molecular (17 y 18 kD), también ha sido reportada por otros

autores [109].

La existencia de una alta concentracion de fibronectina (FN) en plasma
seminal (PS) humano, ain mayor a la presente en sangre, represento el primer
indicio de una posible funcion bioldgica para ésta proteina en semen [131]. La sola

presencia de una proteina en PS no certifica este hecho, pero invita a la busqueda de
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una funcion para la misma. El estudio de la FN, dada su multiplicidad de funciones
y su participacion en numerosos procesos de contacto y adhesion celular, resultaba

aun mas interesante.

Posteriormente, se describié la presencia de FN en espermatozoides humanos
eyaculados, con una localizacidn restringida al segmento ecuatorial (SE) y region
post-acrosomal [406]. Esta es una region especializada del espermatozoide, ya que
representa la zona por la cual se produce la fusién con la membrana plasmatica del
ovocito [36,262]. Esta localizacion especifica de la FN nuevamente sugeria su

participacion en alguno de los procesos relacionados con la fertilizacion.

Algunos afios mas tarde, el grupo encabezado por Lilja, estudiando el proceso
de licuefaccion del semen humano, describié que la FN se encontraba asociada al
coagulo seminal [239]. Durante la licuefaccién, la FN aparecia en la parte fluida del
semen en forma de polipéptidos menores, debido a la accién de las proteasas

encargadas de disgregar el coagulo.

En este mismo trabajo [239], se realizé una medicion semi-cuantitativa de la
concentracion de FN en muestras de semen provenientes de pacientes con distintas
patologias. En dos casos con anomalias en la vesicula seminal y vas deferens, se
encontré una menor concentracion de FN en PS. Comparando los niveles de FN en
muestras de semen de donantes fértiles con otras provenientes de pacientes
vasectomizados, se encontraron valores similares e incluso mayores en el ltimo
caso. Con estos resultados, concluyeron que la FN presente en PS provenia

exclusivamente de las secreciones de la vesicula seminal.
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Nuestros primeros resultados, indican la presencia de FN ya en el fluido del
cauda epididimario, con lo cual el origen exclusivamente seminal de la misma queda
descartado. El resultado de la inmunoprecipitacién con aFN demuestra el origen
epididimario de ésta proteina y su naturaleza secretoria. Por otro lado, también
describimos la existencia de FN en espermatozoides de cauda epididimario, por lo
tanto, la FN encontrada en la superficie de los espermatozoides eyaculados no
derivaria exclusivamente de la proteina secretada por la vesicula semianl. Aunque no
descartamos la incorporaciéon de FN seminal al espermatozoide eyaculado, ésta

incorporacion de FN al espermatozoide comienza en el epididimo.

Estudiando la distribucion de esta proteina a lo largo del epididimo humano
encontramos que en sobrenadantes provenientes del caput, su concentracion es baja
e incluso puede no ser detectada dependiendo del paciente y el método de analisis
utilizado. En corpus proximal se produce un aumento importante en la concentracion
y en corpus distal ya se hace significativamente diferente a la de caput proximal
(p<0.01). En conclusién, la concentracion de FN en el epididimo aumenta 12 veces

de caput proximal a corpus distal (p<0.001).

Estos resultados se obtuvieron utilizando el sobrenadante de la disgregacion
mecanica de los distintos segmentos del epididimo. Hemos utilizado este extracto,
como fuente de las proteinas epididimarias contenidas en el lamen del tabulo. Estos
extractos pueden estar contaminados con proteinas del tejido conectivo o con
componentes citoplasmaticos del epitelio epididimario. Para comprobar el origen de

esta FN, se analizé el fluido luminal del cauda epididimario (CEP), obtenido por
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perfusion. El nivel de FN en CEP resultd ser 3 veces mayor que en el sobrenadante
de corpus distal (SN4, p<0.001). Estos resultados permiten concluir que la FN
presente en los sobrenadantes no proviene de la posible contaminacién, sino del
fluido luminal. Por otro lado, aunque ambos fluidos no pueden ser directamente
comparados, dada la magnitud del aumento encontrado entre SN4 y CEP, podria

concluirse que la concentracion de FN aumenta de corpus distal a cauda.

Hemos encontrado gran vanabilidad entre las distintas muestras, tanto en el
peso molecular de las especies reconocidas por aFN, como en los niveles de FN a lo
largo del Organo. Estas diferencias se deben principalmente a las caracteristicas
individuales de cada muestra (edad del paciente, tiempo entre la cirugia y el
procesamiento). Nuestros resultados presentan frecuentemente numerosos
polipéptidos reconocidos por aFN con pesos moleculares menores al esperado. Este
fenémeno ha sido observado en otros trabajos y parece deberse a degradacién

proteolitica de la FN [239,406].

En conclusion, la concentracién de FN aumenta a lo largo del epididimo
humano (p<0.001). Los mayores niveles de FN se encuentran en corpus distal y
cauda, acompaifiando, al menos anatémicamente, el proceso de maduracion de los
espermatozoides humanos [88,171,263]. La participacion de la FN epididimaria en
los cambios sufridos por los espermatozoides durante la maduracién, fue analizada

por inmunocitoquimica.

Encontramos que la proporcién de espermatozoides con FN en el segmento

ecuatorial, aumenta a lo largo del epididimo (p<0.001). Este cambio acompaiia el
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aumento en la concentracién de FN epididimaria, sugiriendo que esta proteina seria

incorporada al espermatozoide a medida que este atraviesa el epididimo.

Analizando los resultados presentados hasta aqui, encontramos una
asociacion entre el proceso de maduracién y la aparicion de FN en los

espermatozoides humanos.

Teniendo presente los resultados publicados por Lilja y col. [239], decidimos
determinar si la FN proveniente del epididimo contribuia de manera considerable a
la FN de PS. Luego de determinar la concentracion promedio de FN en varias
muestras de semen provenientes de donantes fértiles, la comparamos con el valor
promedio en CEP. La incorporacidn de las secreciones de las glandulas accesorias
produce una disminucién del 50% en la concentracion de FN. Teniendo en cuenta
que el fluido epididimario representa un 10% del volumen total del PS, nuestros
resultados indicarian que el epididimo contribuye de manera importante a la

concentracion final de FN encontrada en PS.

Analizando los niveles de FN en muestras de semen provenientes de
pacientes vasectomizados, encontramos valores sorprendentemente altos e incluso
mayores que los de plasma seminal (datos no mostrados). Aunque el bajo namero de
muestras utilizadas no permite estudiar la significancia de este resultado, este dato

coincide con un reporte anterior [239].

Por otro lado, resultados recientes de nuestro laboratorio sugieren que las

glandulas sexuales accesorias secretan una mayor proporcion de FN con la secuencia
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ED, que la que se encuentra en el fluido epididimario (datos no mostrados). Este tipo
de FN ha sido asociado con el ensamblado del coagulo sanguineo durante la
cicatrizaciéon y es mas activa para acoplarse a matrices pre-existentes [342].
Considerando esto, y teniendo en cuenta la cantidad de FN que se encuentra
asociada a los espermatozoides, podriamos especular que, la FN secretada por las
glandulas accesorias, seria incorporada a la matriz insoluble del espermatozoide. De
esta manera, la ausencia de espermatozoides en una muestra de semen de un hombre
vasectomizado explicaria la alta concentracién de FN existente, a pesar de no existir

la contribucion del fluido epididimarto.

Por otro lado, sobre el origen seminal y/o epididimario de la FN, en el estudio
que sostiene su origen exclusivamente seminal, se utiliza como ejemplo pacientes
con agenesia de vesicula seminal [239]. Es importante resaltar que este tipo de

patologia generalmente se ve acompaiiada por una obstruccién epididimaria.

Una vez cumplido el proceso de maduracion epididimaria, el siguiente paso
en la adquisicion de funcionalidad por parte del espermatozoide, es la capacitacion.
Hemos encontrado que durante este proceso aumenta a cantidad de FN asociada a la
superficie de los espermatozoides. Por inmunocitoquimica no se observé alteracion
en la proporcion de células que exponian FN, ni en la localizacién de la seiial, al
comparar espermatozoides sin capacitar, capacitados y reaccionados. Estos
resultados sugieren que durante la capacitacion se produce una mayor exposiciéon de

la FN en la membrana del espermatozoide.
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Durante la capacitacion, se producen profundas alteraciones en las
propiedades de membrana. Se ha descripto la aparicion y desaparicion de
componentes de superficie [200,218,396]. Algunos de estos, cuando son agregados
a espermatozoides capacitados, se unen a los mismos e inducen decapacitacion
[76,286]. Tambien se ha descripto la redistribucion de algunos antigenos especificos
[204,324,400] y este fenémeno ha sido asociado con la localizacién y/o
concentracién en dominios especializados para su posterior intervencién en la

fertilizacion [72].

Nuestros resultados permiten deducir que la FN no es un factor decapacitante,
ya que no desaparece del espermatozoide despues de la capacitacion. Al contrario,
dado que la concentracion de FN en la superficie del espermatozoide aumenta como

consecuencia de la capacitacion, sugiere su participacion en eventos funcionales

posteriores.

La FN, como proteina de matriz extracelular, esta relacionada con las
caracteristicas estructurales de la membrana. El aumento en la expresion de FN
después de la capacitacion, podria ser un reflejo de las alteraciones de membrana
que ocurren durante este proceso. Recientemente se han descripto resultados

similares no solo para la FN sino tambien para la vitronectina, otra proteina de

matriz extracelular [141,142].

Uno de los requerimientos fundamentales para que se produzca la
fertilizacion, es que el espermatozoide sea capaz de sufrir la reaccién acrosomal.

Nuestros resultados sugieren que la capacidad de sufrir reaccién acrosomal estd
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relacionada con la presencia de FN en el SE del espermatozoide. Este resultado

podria sugerir una funcién de tipo estructural.

En numerosos tipos celulares, la FN esta asociada a la superficie a través de
un receptor transmembrana que la conecta con el medio intracelular [125]. Esta
estructura es responsable de la participacion de la FN en la morfologia celular y la
organizacién del citoesqueleto [187,300]. Aunque la presencia de receptores para
FN en espermatozoides humanos no ha sido descripta [140], podria especularse una

funcion similar para ésta proteina en el espermatozoide.

La membrana plasmatica del espermatozoide estd formada por dominios
claramente definidos y delimitados. Podria especularse la participacion de la FN en
la formacidén y/o mantenimiento de los dominios de membrana, ya que la formacién

de los mismos contintia durante la maduracion [304].

La reaccion acrosomal es un evento exocitotico estrictamente limitado a la
parte anterior del acrosoma y el segmento ecuatorial representa el limite para este
proceso de vesiculizacion. La presencia de FN en el SE podria estar relacionada con
la regulacion de éste proceso, representando un limite fisico para la exocitosis
debido a la existencia de estructuras complejas conectadas con el interior de la
célula. La presencia de FN en el segmento ecuatorial, podria ser un indicador de
morfologia normal [151], determinando una correcta organizacion del citoesqueleto
para que se produzca la reaccion acrosomal. La organizacion del citoesqueleto en el
espermatozoide no ha sido claramente determinada, sin embargo, varios

componentes han sido encontrados en el segmento ecuatorial y la regién post-
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acrosomal y muestras de semen provenientes de pacientes que fallan en un programa
de fertilizacidn in vitro, poseen un menor porcentaje de espermatozoides con estas

caracteristicas [344].

Por otro lado, la fusién del espermatozoide con la membrana plasmatica del
ovocito se produce a través del segmento ecuatorial. Esta zona adquiere capacidad

fusogénica una vez que el espermatozoide sufre la RA.

Para plantear a la FN como participante directa en el fendomeno de fusidn
entre las gametas, deberiamos encontrar alguna alteracion en la misma como
consecuencia de la RA. Hemos encontrado que en extractos de espermatozoides
reaccionados, 1a FN muestra un peso molecular menor al de la proteina extraida de
espermatozoides eyaculados. Esto podria sugerir la ocurrencia de un clivaje
proteolitico de la molécula de FN como consecuencia de la capacitacion y/o RA. El
analisis realizado no nos permite distinguir en cual de ambos procesos ocurre esta
protedlisis. Este fendmeno de protedlisis podria inducir cambios importantes en las
propiedades de la FN y en su funcién. Por otro lado, los fragmentos proteoliticos
podrian ejercer alguna funciéon propia, como ocurre en otros sistemas celulares
[37,265]. Por ejemplo, se ha descripto que la protedlisis de la FN genera actividades
de metaloproteasa y colagenasa, presentes en la misma molécula de FN

[189,232,233,308].
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Por otra parte, la participacion de la FN en el proceso de fusion entre ambas
gametas, podria ser indirecta y nuevamente la teoria estructural permite elaborar una

hipotesis.

Asi como la FN puede ser responsable de una morfologia celular normal, esto
implica una organizacién determinada de los componentes de membrana [251]. La
presencia de FN en el segmento ecuatorial podria estar relacionada con la
orientacion correcta de las moléculas directamente responsables del proceso de
fusion. Esta funcidn podria ser importante sobre el espermatozoide aislado y/o en el
momento de la interaccion entre las gametas. La ausencia de FN en el SE, implicaria
una distribucién desordenada de los componentes del espermatozoide responsables

de la fusién entre gametas.

Durante el desarrollo de este trabajo, la hipdtesis sobre la participacion de la
FN en el proceso de fertilizacién ha sido reforzada. En 1990 Bronson describi6 que
la presencia de péptidos  conteniendo la secuencia RGD, inhibian la fusiéon de
espermatozoides humanos con ovocitos de hamster sin zona pellacida [57,58]. La
secuencia aminoacidica RGD esta presente en la molécula de FN y participa de la
interaccion de la FN con sus receptores especificos en la superficie celular. Este
resultado parece no ser muy indicativo, dado que la interacciéon que se evalua no

necesariamente imita lo que sucede entre dos gametas humanas.

Sin embargo, el test de fusiéon con ovocitos de hamster se utiliza como
parametro de capacidad fertilizante, entonces, aunque el sistema utilizado sea

heterélogo, el resultado permite concluir que la presencia de péptidos conteniendo
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RGD disminuye la capacidad fertilizante de los espermatozoides humanos. Por otro
lado, los mismos autores han demostrado que estos péptidos inhiben la interaccion
de gametas en un sistema homodlogo (espermatozoides y ovocitos de hamster sin
zona). Posteriormente se describié que la membrana plasmatica de ovocitos
humanos, era capaz de unir esferas conteniendo FN, péptidos con la secuencia RGD
0 anticuerpos anti receptor de FN, sugiriendo la presencia de este receptor [143].
Recientemente, se ha confirmado la presencia de varias integrinas en la membrana

plasmatica de ovocitos humanos [144].

Las evidencias apuntan hacia una posible participacion de las integrinas en el
proceso de fusion entre gametas de mamifero. En un trabajo reciente se describe que
la proteina PH30 de espermatozoides de cobayo, que se sabe que participa en el
proceso de fusion, tiene secuencias homologas con ligandos para integrinas [46]. Por
otro lado, se ha descripto la presencia de integrinas en ovocitos de ratén y hamster

[144,374].

Aunque estos ultimos resultados sostienen la idea de la participacion de la FN
en la fertilizacion, queda por resolver de que manera interviene. Sobre este punto no
existe ningun tipo de evidencia y, teniendo en cuenta la multiplicidad de funciones
que la FN posee, pueden extrapolarse mecanismos similares en el sistema

espermatozoide-ovocito.

La identificaciéon de FN en espermatozoides humanos no fue ciertamente la

primera evidencia de una posible participacion de ésta proteina en la fertilizacion en
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mamiferos. En 1980 se describi6 la existencia de una proteina con caracteristicas
similares a la FN en espermatozoides de conejo [220]. En este trabajo se describe la
existencia de una proteina reconocida por anticuerpos aFN, capaz de unirse a
colageno, pero que, a diferencia de lo que ocurre en espermatozoides humanos, se
pierde como consecuencia de la capacitaciéon. En otras especies de mamifero no se
ha descripto la presencia de FN sin embargo, se ha reportado la existencia de

proteinas que unen heparina y colageno [110,183,220].

Por otro lado, vanas proteinas con capacidad de unirse a la FN, han sido
involucradas en la funcionalidad de los espermatozoides. La heparina es necesaria
para la capacitacion de los espermatozoides bovinos [298] y en diversas muestras de
semen bovino se observo una correlacion entre la capacidad fertilizante y el grado de
induccion de RA despues de la capacitacion con heparina [48,139,383,414]. Este
efecto pareceria corresponderse con la agregacion de espermatozoides inducida por
heparina [48]. En cuanto a los espermatozoides humanos, se sabe que son capaces
de unir heparina y colageno [110,111], y que la capacidad de unién de heparina esta
correlacionada con las caracteristicas de la muestra [254](nimero y motilidad de los
espermatozoides), como la capacidad de sufrir reaccion acrosomal y penetrar

ovocitos de hamster sin zona [231,395].

Por otro lado, numerosas proteinas con caracteristicas similares a la FN, tales
como la capacidad de unidn a colageno y heparina, han sido descriptas en semen de
diversos mamiferos [17,74,183] y para algunas se ha demostrado la unién a los
espermatozoides [220,257,276]. Estas proteinas funcionarian como mediadoras del

efecto regulatorio de la heparina y el colageno sobre los espermatozoides [257].
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La heparina ha sido involucrada en la modulacion de ciertas funciones
celulares [64,227,357,423] y la molécula de FN sufre cambios conformacionales
como consecuencia de la union de heparina [210,361]. Podria especularse que la FN,
u otras proteinas con capacidad de unir heparina, mediarian la accion de ésta en la
capacitacion, por unién y propagacion de la sefial al interior del espermatozoide. El
aumento en la expresion de FN como consecuencia de la capacitacion también
podria indicar la participacion de la FN en los eventos bioquimicos relacionados con
la reaccion acrosomal. Por otro lado, recientemente proteinas de espermatozoide con
capacidad de unién a heparina han sido involucradas en el fendémeno de adhesion

entre gametas [335].

Dado que la FN forma parte de la matriz extracelular y tiene dominios de
unidn para otros componentes de la misma y para receptores de superficie celular,
estd involucrada en numerosos mecamsmos de adhesion celular. Por ejemplo,
funciona como mediadora de varios fendmenos de reconocimiento e invasidon de
células por microorganismos [173,217,371]. La fusién entre las gametas y la

penetracion de los componentes del espermatozoide por el ovocito, podria

asemejar se a este proceso.

Recientemente se ha comenzado a estudiar la capacidad que posee la FN para
mediar sefiales de transduccion intracelulares. Se ha descripto su participacién en
fenémenos de fosforilacion de residuos tirosina [158], activacién del antiporter
NatH*[340] con el consecuente aumento del pH intracelular [340], aumento de la

concentracion de Ca2t intracelular [337] e hiperpolarizacién por activacién de



132
canales de K* [29]. También se ha descripto que la adhesién de monocitos a FN los

hace sensibles a corrientes transientes de calcio [340].

Muchos de los fendmenos celulares disparados por la FN estan estrechamente
relacionados y son consecuencia de la activacion celular. Por ejemplo, en neutréfilos
la unién de la FN a su receptor induce aumento del Ca intracelular, aumento de la
respiracion y estimula la exocitosis de sus granulos [265]. En otras células
sanguineas, las FN también es la responsable de la activacion [37,40,77,216,355].
Estos eventos de activacion celular son muy similares a los que ocurren en el ovocito
como consecuencia de la fertilizacion [413,427]. Por otra parte, la FN ha sido
postulada como la mediarora de la re-iniciacién de la meiosis en la activacion de

ovocitos de ratén [180].

La participacion de la maduracién epididimaria en la adquisicion de
capacidad de reconocimiento y union a la zona pelicida del ovocito por parte del
espermatozoide ha sido ampliamente estudiada [88,134,295,332]. Por el contrario,
mas alla de los primeros estudios de fusion de espermatozoides humanos con
ovocitos de hamster sin zona para demostrar la existencia del proceso de maduracion
en humanos, nada se habia descripto sobre maduracién y fusiéon hasta hace pocos
afios. Actualmente se sabe de dos proteinas que han sido involucradas en el proceso
de fusion entre gametas y estan relacionadas con la maduracion epididimaria. Una
de ellas, la proteina epididimaria DE, se asocia al espermatozoide de rata a medida
que éste transita por el epididimo y ha sido involucrada en el proceso de fusién
[322]. El agregado de esta proteina:a espermatozoides epididimarios inmaduros,

aumenta la capacidad de los mismos para fusionarse con los ovocitos [323]. Por otro
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lado, la proteina PH30 de cobayo, es de origen testicular, pero durante el transito del
espermatozoide por el epididimo sufre procesamiento proteolitico, y este fenémeno

ha sido relacionado con la adquisicion de capacidad fertilizante [45].

La participacion de la FN en la funcionalidad del espermatozoide queda
demostrada por su asociacion con los distintos eventos en los que se ve involucrada:
maduracidn, capacitacidn y reaccion acrosomal. La compleja estructura que posee la
molécula de FN, y la multiplicidad de procesos en los que interviene, permiten
especular tantas y tan variadas funciones para esta proteina en la fertiliza en la

fertilizacion.
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2 ESTUDIO SOBRE LA B-N-ACETILGLUCOSAMINIDASA DE
EPIDIDIMO HUMANO Y SU POSIBLE RELACION CON LA
MADURACION EPIDIDIMARIA

2.1 - Actividad de NAG a lo largo del epididimo humano

Tomando en cuenta las caracteristicas reunidas por la B-N-
acetilglucosaminidasa (NAG) en el epididimo y la importancia de los residuos
glicosilados en la fertilizacién, decidimos estudiar la posibilidad de una relacién
entre esta enzima y el proceso de maduracion de espermatozoides humanos. Para
ello, comenzamos estudiando la actividad enzimatica a lo largo del epididimo

humano.

Los fluidos provenientes de la disgregacion mecanica de cada segmento
epididimario, fueron ensayados para la actividad de NAG, utilizando una sustrato
fluorogénico especifico, segun se detalld6 en materiales y métodos. Este

procedimiento se repitié para 9 casos distintos.

Los niveles individuales de actividad enzimatica inostraron una amplia
variabilidad entre los distintos casos al igual que en el estudio anterior. Sin embargo,
en esta oportunidad fue muy notoria la diferencia en el perfil de actividad a lo largo
del organo. Para apreciar mas claramente estas diferencias, los resultados
individuales fueron divididos en dos grupos en funcién de los niveles de actividad
enzimatica encontrados en el sobrenadante de corpus distal (SN4), y se presentan en

forma grafica en la fig 34. En la parte A de la figura, la mayoria de los casos
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Figura 34. Actividad de NAG a lo largo del epididimo humano. Se midi6 la actividad
enzimatica en sobrenadantes de caput proximal (SN1), caput distal (SN2),corpus proximal
(SN3) y corpus distal (SN4). A - Casos con alta actividad en SN4. B - Casos con baja

actividad en SN4.
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presentan un aumento de la actividad de NAG en SN4 (casos EH76, 78, 87 y 92). En
otro paciente ‘se encontré un marcado aumento de actividad en caput distal, que se
mantiene en los siguientes segmentos (EH84). En la fig. 34B, el grupo de pacientes
con baja actividad de NAG en SN4 tambien muestra un aumento en la actividad de
NAG, aunque la magnitud del mismo es baja y el perfil de actividad a lo largo del

érgano resultd, en algunos casos, distinto al esperado.

Para hacer un andlisis general de éstos datos, se agruparon todos los casos y
los resultados promedio fueron: 17, 27, 28 y 66 unidades de NAG/mg de proteina en
SN1, SN2, SN3 y SN4, respectivamente (Fig. 35). En conclusion, la actividad de
NAG aumenta 4 veces a lo largo del epididimo humano (p<0.001), aunque las
diferencias entre segmentos adyacentes no siempre fueron significativas. Sin
embargo, en SN4 se encontr6 un aumento significativo respecto a los otros

sobrenadantes (p<0.05).

2.2 - Origen luminal de la NAG epididimaria

La NAG es una enzima lisosomal y dada la naturaleza de los extractos
utilizados como fuente de enzima epididimaria (sobrenadantes de la disgregacion
mecanica del organo), existe la posibilidad de contaminaciéon con componentes del
epitelio epididimario. Para determinar si la enzima provenia del fluido contenido en
el lamen epididimario, se midi6 la actividad enzimatica en fluido del cauda que,
como se explicd anteriormente, presenta un contaminacién minima. Esta actividad
fue comparada con la del SN4. Como puede verse en la fig 36, el fluido epididimario

posee mayor actividlad de NAG que el SN4 (66 vs. 100 unidades de
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Figura 35. Valores promedio de actividad de NAG a lo largo del epididimo. Los valores

individuales de actividad enzimatica en sobrenadantes de caput proximal (SN1), caput distal

(SN2), corpus proximal (SN3) y corpus distal (SN4) fueron analizados en conjunto. Los

valores son representan el promedio de 13 casos * el error estandar.
* p<0.05 vs SN1, SN2 y SN3
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NAG/mg proteina), sin embargo, dada la amplia variabilidad observada entre las

distintas muestras, no se observo una diferencia significativa.

2.3 - Isoformas de la NAG epididimaria

Para caracterizar de alguna manera a la NAG epididimaria, un fluido
representativo de todo el érgano fue obtenido al agrupar extractos provenientes de
cada uno de los segmentos. Este fluido (SNT) fue analizado por HPLC en una
columna de interaccion hidrofébica. Se midié la actividad enzimatica en cada una de
las fracciones obtenidas y se detectaron dos picos de actividad que denominamos Iy

1 (Fig. 37).

Por otro lado, analizamos el SNT por cromatografia de filtracion molecular
en una columna de HPLC-Superosa, encontrando un peso molecular nativo de 125

kD (Fig. 38).

En la mayoria de los tejidos, la NAG se presenta en forma de dos isoenzimas,
A y B. Ambas poseen un peso molecular similar en condiciones no-
desnaturalizantes, pero distinta carga neta, siendo la forma A la de mayor carga
negativa. Quisimos determinar si las isoformas encontradas en epididimo

correspondian a A 'y B.
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Figura 37. Anilisis de NAG epididimaria. Un sobrenadante total de epididimo (SNT) fue
analizado por HPLC en una columna de interaccién hidrofébica. El perfil indica la actividad
enzimatica medida en cada una de las fracciones (--), y el gradiente de sulfato de amonio

(.).
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Figura 38. Determinacién del peso molecular de NAG en condiciones nativas. Un
sobrenadante total de epididimo (SNT) fue analizado por HPLC en una columna de
filtracion molecular (Superosa 12). La actividad enzimatica fue medida en cada una de las

fracciones (--).
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2.4 - Caracterizacion de las isoformas

Para comprobar la identidad de las formas I y II como A y B, utilizamos
varios criterios quimicos que las diferencian. Dado que ambas poseen el mismo peso
molecular en condiciones nativas, la diferencia en su carga produce distintas
movilidades electroforéticas en un gel no desnaturalizante. E1 SNT fue sometido a
electroforesis en un gel nativo 6% y posteriormente la actividad enzimatica a lo
largo del gel fue medida segin se detalld en materiales y métodos. Como puede
verse en la fig. 39, se encontraron dos zonas de actividad, con movilidades

electroforéticas de 0.25 y 0.5 respectivamente.

Cuando se analizaron las isoformas I y II, encontramos que el pico activo
eluido primero presenté mayor movilidad electroforética que el siguiente (Fig. 40A).
Este resultado fue corroborado mediante cromatografia en una columna de
intercambio anidénico (HPLC, MonoQ, Pharmacia). La forma II eluy6 con 40 mM de

NaCl y la forma I requirié 90 mM (Fig. 40B).

Para lograr un mayor caracterizacién, se llevaron a cabo ensayo de
sensibilidad. Alicuotas equivalentes de las dos formas eluidas de la columna de
interaccion hidrofdbica, fueron incubadas a 50°C y la actividad enzimatica fue
medida luego de 0, S y 10 min. Como puede verse en la fig. 41A, la forma I mostro
mayor sensibilidad al calor, ya que luego de una incubaciéon de 10 min a 50°C

retuvo el 20% de su actividad inicial, mientras que la forma II conservé el 70%.
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Figura 39. Isoformas de NAG en epididimo. Un sobrenadante total (SNT) de epididimo fue
analizado por electroforesis en condiciones nativas y la actividad enzimatica fue medida a lo

largo del gel.



145

UF

600

500

400

300

200

100

—1 —I
B
UF NoCl (M)
3000 1.2
2500+ {1
2000} Ho0.8
1500 H0.6
1000} Ho.4
so0r 40.2
o i -~ s ddadr o
0 10 20 30 40 50
# tubo
—1I1 —1II

Figura 40. Diferencia de carga entre las isoformas. La carga negativa de cada una de las
formas eluidas de la columna de interaccion hidrofobica fue analizada por electroforesis en
condiciones nativas (A) y cromatografia de intercambio anionico en una columna de HPLC-
MonoQ (B). Se muestra el perfil de actividad a lo largo del gel y en cada una de las

fracciones.
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Figura 41. Ensayos de sensibilidad. Cada una de las formas eluidas de la columna de
interaccion hidrofobica fueron incubadas: a 50°C por 10 minutos (A) o a temperatura
ambiente en soluciones con pH 4.5 y 6 por 60 minutos (B). En la figura se grafica el
porcentaje de actividad enzimatica remanente luego de la correspondiente incubacion.
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Por otro lado, alicuotas idénticas de cada isoforma, fueron incubadas por 60
min a pH 4.5 y 6. Como se muestra enla fig. 41B, nuevamente la forma I es la que

sufre mayor pérdida de actividad como resultado de este proceso.

Tomando en conjunto todos éstos resultados, la actividad de NAG
epididimaria aparece como una proteina de peso molecular nativo de 125 kD, pero
esta actividad se divide en dos componentes cuando es analizada en funcién &e su
carga. De estos dos componentes, aquél que presenta mayor carga negativa es el mas
sensible al calor y al pH. Todos estos datos concuerdan con las caracteristicas de la
NAG A. De aqui en mas, entonces, llamaremos a la forma de mayor movilidad

isoenzima A y B a la restante.
2.5 - Analisis de isoformas en zonas proximales y distales del epididimo

Para estudiar la composiciéon de isoformas responsable de la actividad de
NAG en cada zona del epididimo, extractos provenientes de caput proximal (SN1) y
corpus distal (SN4) fueron analizados por electroforesis en condiciones nativas.
Como puede verse en la fig. 42, el extracto de caput presenta mayor proporcion de la

forma A, mientras que en corpus la forma mas lenta, B, es la mayoritaria.

Repetimos este analisis para 8 muetras diferentes y expresamos la actividad
encontrada en cada zona como el porcentaje de la actividad total, segun se detalla en
materiales y métodos (tabla VI). Los resultados promedio muestran que en caput

proximal la actividad de NAG se distribuye 59% en la forma A y 35% como B
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Figura 42. Analisis de isoformas de NAG en zonas proximales y distales del epididimo. Los
sobrenadantes de caput proximal (SN1) y corpus distal (SN4) de un mismo paciente fueron
analizados por electroforesis en condiciones nativas y medicion de la actividad enzimatica a
lo largo del gel. En la figura se grafican la sefial fluorescente en unidades arbitrarias (UF), en

funcion de la movilidad electroforética (Rf).



149

(p<0.03, fig. 43-SN1) . Por otro lado, en corpus distal ésta relacion es 30% de A y
65% de B (p<0.004, fig. 43-SN4).

Comparando la proporcion de cada isoforma entre los distintos extractos,
también se encontraron diferencias significativas. La forma A es mayor en caput que

en cauda (p<0.0004), mientras que B es menor (p<0.0004) (ver tabla VI).

Nuevamente los extractos utilizados en el analisis anterior introducen el error
de la contaminacién con proteinas no luminales. Para estudiar si los resultados
obtenidos representaban la composicién luminal de isoformas, utilizamos dos

estrategias distintas.

Por un lado, analizamos la proporcion de isoformas en el fluido obtenido por
perfusion del cauda epididimario (CEP). En este caso se analizaron 8 muestras y los
resultados individuales fueron agrupados para obtener el valor promedio. En el
fluido luminal del cauda epididimario, la isoforma B es significativamente
mayoritaria, 79% vs. 17% de A, (p<0.0004, Fig. 44). Cuando comparamos estos
valores con los obtenidos para el SN4, se vi6 que hay un aumento significativo en el
porcentaje de B (p<0.02, Tabla VI). Este resultado encierra dos posibles
significados: podria indicar que de corpus distal a cauda hay un aumento en la
proporcion de B y/o, que el fluido luminal puro contiene mayor cantidad de B que

los sobrenadantes.
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TABLA VI

PROPORCION DE ISOFORMAS DE NAG
EN DISTINTOS FLUIDOS
(% de actividad total)

A B
SN1 59+£5 35+6 *
SN4 30+ 32 65+ 53 **
CEP 17+3 79 + 3b ##
PS 24 1€ 76+ 1 ***

Diversas muestras de sobrenadante de caput proximal (SN1), corpus distal (SN4),
perfundido del cauda epididimario (CEP) y plasma seminal (PS), fueron analizados por
electroforesis no-desnaturalizante. La actividad enzimatica fue medida a lo largo del gel y la
actividad asociada a cada isoforma se expres6 como el porcentaje de la actividad total. Los
resultados representan los promedios * el error estandar. Los asteriscos indican distintos
niveles de significancia en un mismo renglon (A vs B):

*: p<0.03, **: p<0.004, ***: p<0.04.
Los supra-indices denotan la significancia en una misma columna:

ap<0.0004 vs. SN1, bp<0.02 vs. SN4, €p<0.05 vs. CEP.
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Figura 43. Proporcion de isoformas en zonas proximales y distales del epididimo. El
porcentaje de cada isoforma en sobrenadantes de caput proximal (SN1) y corpus distal

(SN4) fue analizado para 8 casos. Los valores representan el promedio + el error estandar.

* p<0.03 vs A, p<0.004 vs B en SN4
** p<0.004 vs By vs A en SNI
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Figura 44. Proporcion de isoformas de NAG en fluido del cauda epididimario. El fluido
obtenido por perfusiéon del cauda epididimario (CEP), fue analizado por electroforesis en
condiciones nativas y medicion de actividad enzimatica a lo largo del gel. Los resultados

representan el porcentaje promedio (n=8) de cada isoforma + el error estandar.
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Estas variables fueron analizadas utilizando una segunda estrategia, en la cual
comparamos la proporcién de B en un sobrenadante y un citosol de corpus distal.
Como puede verse en la fig. 45, el sobrenadante contiene mayor proporciéon de B

que el citosol correspondiente.

2.6 - Actividad de NAG en plasma seminal humano

La alta actividad de NAG encontrada en plasma seminal humano, fue
postulada como indice de su posible participacién en la fertilizacion [248]. Como
nosotros describimos una alta actividad de NAG ya en el fluido epididimario,
quisimos determinar si la contribucion epididimana a la NAG de plasma seminal era
considerable. Para ello, se midio la actividad enzimatica en diversas muestras de
plasma seminal normal (n=7). El valor promerio obtenido fue comparado con el
promedio de CEP y se encontr6 que la actividad de NAG en plasma seminal

disminuye un 50% (118 vs 57 unidades de NAG /mg de proteina, fig. 46, p<0.03).

A continuacién analizamos la proporcién de isoformas en plasma seminal y
encontramos que la actividad total se distribuia 24% como A y 76% como B (Fig.
47, p<0.04). Comparando estos resultados con los de CEP, encontramos que, aunque
la forma B sigue siendo la mas importante, se produce un aumento significativo en la

proporcion de la isoenzima A (Tabla VI, p<0.05).

Para analizar si esta diferencia se debia a contribuciones provenientes de las

glandulas sexuales accesorias, estudiamos la proporcién de isoformas en muestras
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se semen provenientes de pacientes vasectomizados. En este caso, la isoforma A
representd el 17% de la actividad y la B el 82%, sin mostrar una diferencia’

significativa con los valores de plasma seminal.

2.7 - Isoformas de NAG en espermatozoides

Para analizar la relacién entre la NAG epididimaria y la de espermatozoides,

estudiamos la composicidn de isoformas en espermatozoides.

Cuando se analizd un extracto obtenido por congelacion y descongelacion de
la suspension de espermatozoides, la actividad total de NAG se distribuyé 46%
como A y 53% como B (Fig. 48). Al estudiar un extracto salino de espermatozoides,
encontramos que la isoenzima B es mayoritaria (80%) y es significativamente mayor

que en el extracto analizado anteriormente (p<0.03, Fig. 48).
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Figura 48. Composicion de isoformas en extractos de espermatozoides. Extractos de
espermatodozoides obtenidos por congelamiento y descongelamiento (ET) y extractos
salinos (ES) fueron analizados en geles nativos y medicion de la actividad a lo largo del gel.

Los valores representan los promedios * el error estandar.

* p<0.03vs AenET
** p<0.03 vs BenET
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DISCUSION

La glicosidasas son muy abundantes en el tracto reproductor masculino de
diversos mamiferos y el epididimo es el drgano que presenta mayor actividad de
estas enzimas. La actividad epididimaria de las mismas aumenta con la madurez
sexual del animal, en contraste con lo que ocurre en otros 6rganos. La B-N-
Acetilglucosaminidasa (NAG) es la glicosidasa que presenta mayor actividad y
mayor aumento con la madurez. El hecho de que el epididimo fuera el 6rgano con
mayor actividad de NAG y ésta fuera una proteina secretada por el por éste organo
de manera androgeno-dependiente, nos impulsé a estudiarla como posible factor de

maduracion epididimaria [19,83-86,90,196,206].

Midiendo la actividad especifica de esta enzima en los sobrenadantes de cada
segmento epididimario, encontramos un aumento a lo largo del 6rgano (p<0.001). La
variabilidad entre los distintos casos estudiados se hizo mas evidente aqui que en el
estudio sobre FN. Esto podria deberse a que en este caso no estamos evaluando la
cantidad de la enzima como proteina, sino su actividad enzimatica. Aunque la NAG
es muy estable en comparacion con otras enzimas, una actividad enzimatica es mas
sensible a la desnaturalizacion, degradacion o inhibicion, que podria ocurrir entre la
obtencion de la muestra y su procesamiento. Esta variabilidad entre pacientes puede
ser la responsable de los niveles de actividad similares encontrados en caput distal y
corpus proximal. No hemos encontrado relacion entre la edad del paciente y los

niveles o el patron de actividad enzimatica a lo largo del 6rgano.
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Nuestros resultados no nos permiten diferenciar entre una mayor cantidad de
enzima o un aumento en la capacidad catalitica de la misma. En rata se ha descripto
que la NAG de zonas epididimarias distales posee una mayor actividad intrinseca

que la de caput [162].

Tambien analizamos la actividad en el perfundido del cauda epididimario
(CEP) y encontramos mayor actividad que en el sobrenadante de corpus distal. Esto
esta de acuerdo con la caracteristica secretoria de ésta enzima [90] y con un posible
aumento de corpus distal a cauda. Sin embargo, en este caso la diferencia no fue

significativa, dada la gran diferencia de actividad encontrada entre distintas muestras

de CEP.

Estos resultados estan de acuerdo con lo encontrado en la mayoria de los
estudios desarrollados en otras especies de mamifero (rata,carnero,perro, toro)
[19,78,84,196,416]. Aunque en algunos de estos casos, se ha reportado que la
actividad es mayor en corpus y disminuye en cauda. Nuestros resultados no permiten
evaluar este punto, dado que los extractos de corpus distal y cauda fueron obtenidos
utilizando una metodologia diferente. En la unica especie en la cual se ha descripto
un perfil diferente en la actividad epididimaria de NAG es en el cerdo,

encontrandose un maximo en zonas proximales [18,128].

La apariciéon de un patrén diferencial a lo largo del epididimo, ha sido
utilizado usualmente como un primer paso en la deteccion de factores de
maduracidon. Las proteinas epididimarias son las mediadoras del proceso de

maduracion y existen dos mecanismos generales para su accion. Estas proteinas
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pueden ser incorporadas al espermatozoide o pueden modificar componentes ya

presentes en la superficie del mismo.

La actividad de NAG epididimaria fue relacionada inicialmente con la
diferenciacion del epitelio epididimario [20]. Posteriormente se sugiridé su
participacion en el proceso de maduracién. Dado que los residuos glicosidicos del
espermatozoide varian durante este proceso, se postuld que esta enzima seria la
encargada de modificar a los glicoconjugados de superficie del espermatozoide a

medida que éste atraviesa el epididimo [78,416].

Las glicosidasas generalmente poseen un pH dptimo (para la NAG 4.5) que
esta muy lejos del encontrado en el lumen epididimario (6.5-6.9 dependiendo de la
zona, [317]), por lo que en condiciones similares a las fisiologicas, estas enzimas
presentan poca o ninguna actividad. Sin embargo, todos, o la gran mayoria, de estos
estudios fueron realizados utilizando sustratos artificiales para la medicion de la
actividad enzimatica. Recientemente, se ha descripto que utilizando un sustrato
natural para la B-galactosidasa de epididimo de rata se encontré que su pH éptimo es
6.8 [356]. Por otro lado, la a-mannosidasa presenta un comportamiento similar. La
forma asociada a la superficie del espermatozoide, tiene un pH Optimo en el rango
6.2-6.5, y es mas activa con oligosacaridos conteniendo manosa, que con los
sustratos artificiales [388). Estos resultados avalarian una funcién enzimatica para

estas glicosidasas sobre los espermatozoides epididimarios.
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No se ha desarrollado ningun estudio similar para la NAG epididimaria, sin

embargo, para esta enzima obtenida de placenta o higado humano, no se ha

detectado actividad a pH neutro utilizando sustratos naturales [334,373].

Finalmente, se ha descripto que entre los cambios glicosidicos que sufre el
espermatozoide durante su transito por el epididimo, se observa un aumento en los
residuos  terminales de  N-acetilglucosamina en  vanias  especies
[165,225,240,247,432]. Este aumento también ha sido observado en el caso de los
espermatozoides humanos (Davidowsky, comunicacion personal). Este fenémeno
seria incompatible con la presencia de altas actividades de NAG en la zona distal del
epididimo. Por lo tanto, consideramos que la teoria de una accién enzimatica de la

NAG sobre el espermatozoide es poco probable.

El segundo mecanismo de accién que puede postularse, la union de la enzima
al espermatozoide, tiene algunas evidencias a favor en otra especie de mamifero. En
la rata, se ha encontrado que la actividad de B-galactosidasa y de NAG asociada a la
membrana de los espermatozoides epididimarios aumenta con la maduracion
[78,161]). Ademas, se ha descripto en espermatozoides de rata, la existencia de sitios
de union especificos tanto para la B-galactosidasa como para la NAG epididimaria

[358] (Barbieri, comunicacion personal).

Ademas del aumento en la actividad de NAG a lo largo del epididimo,
encontramos que la proporcion de isoformas sufre una inversion. La isoenzima
responsable de la mayor parte de la actividad en caput es la NAG A, mientras que en

corpus la isoforma B es mas abundante.



163

Estos resultados parecen coincidir con los estudios desarrolados en otras
especies de mamifero. Se ha descripto la existencia de una forma principal acidica
en el caput epididimario de toro y carnero [196,416], que no aparece o disminuye en
zonas distales. Otros estudios, utilizando sustratos especificos e hibridizacion in situ,

sugieren que la isoforma B es la mas importante en el epididimo [28,354].

Tomando en cuenta los resultados de actividad total en caput proximal y
corpus distal, junto con la proporcién de cada isoforma, podemos calcular la
actividad especifica de cada una. De esta manera encontramos que en corpus distal
la actividad especifica de A es dos veces mayor que en caput proximal, mientras que
para la isoenzima B esta aumento es de 7 veces. Por lo tanto, a pesar de que aumenta
la actividad especifica de ambas isoformas, la contribucién de cada isoforma a la

actividad total disminuye para A y aumenta para B (p<0.001).

Teniendo en cuenta estos resultados, la funcion desarrollada por la NAG en el
epididimo, deberia ser llevada a cabo por la isoenzima B, y esto podria indicar una
caracteristica distintiva para esta tsoforma. Con esto, podemos analizar nuevamente
los dos posibles mecanismos de accién postulados para la NAG. Las isoenzimas A y
B estan formadas por una combinacidn diferente de las subunidades (aB y B8,
respectivamente) [226]. Si la NAG actuara enzimaticamente, seria de esperar que la
forma B poseyera una capacidad catalitica adicional, de tal manera que esta reaccion
especifica solo se produzca en las zonas epididimarias distales. Esto no es asi, ya
que la forma A posee todas las capacidades cataliticas de B y aun mas [226]. En

cuanto a la hipétesis de la unién de la enzima al espermatozoide, podriamos
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especular que, dada la diferente estructura proteica de las dos isoenzimas, la
combinacion BB podria dar lugar a la formacién de nuevos dominios proteicos. Estos
dominios podrian representar sitios de unioén para receptores especificos presentes en

el espermatozoide.

Tratando de relacionar la actividad de NAG epididimaria con los
espermatozoides, analizamos la composicién de isoformas en la enzima extraida de
los mismos. En un extracto salino, la forma B es altamente mayoritaria, mientras que
en un extracto obtenido con ruptura del acrosoma, esta proporcién disminuye. Esto
indicaria que la isoenzima asociada a la superficie de los espermatozoides seria
principalmente la B. Teniendo en cuenta que el fluido epididimario es rico en esta

isoforma, podriamos especular la union de esta enzima al espermatozoide.

Analizando la actividad enzimatica en plasma seminal, encontramos que
nuevamente la incorporacion de las secreciones de las glandulas accesorias, diluye a
los componentes epididimarios. Esto indica que el fluido epididimario contribuye de
manera considerable con la actividad de NAG encontrada en plasma seminal. Por
otro lado, si la NAG ciertamente ejerce algin efecto sobre los espermatozoides, este
ocurriria mas probablemente en el epididimo. Sin embargo, la secrecién de esta
enzima por parte de las glandulas accesonas no es descartada, sino todo lo contrario,
segin la proporcion de isoformas encontrada en plasma seminal. Comparando CEP
Y PS, la proporcién de la isoenzima A aumenta de manera significativa, aunque
sigue siendo minoritaria. Esto indicaria que las glandulas accesorias secretan, al

menos, NAG A. Al estudiar la composiciéon de isoformas en semen de pacientes
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vasectomizados, encontramos que las glandulas accesorias secretan ambos tipos de

1soenzima.

La participacion de los residuos glicosidicos en la interaccion entre gametas
ha sido extensivamente estudiada [255] y los receptores involucrados en esta

interaccion son glicoconjugados [69,201,245].

Se ha demostrado la participacion de residuos fucosa en la interaccion entre
espermatozoides y ovocitos de varias especies de mamifero [178,249,282,381]. Sin
embargo, los primeros reportes sobre fertilizacion y carbohidratos, involucran
residuos N-acetilglucosamina [283] y estudios posteriores confirmaron estos

resultados [4,225].

Los residuos manosa han sido involucrados en el reconocimiento entre
gametas humanas [266,372]. Recientemente, se ha descripto que la presencia de
sitios de unidn para manosa, esta asociada con la capacidad de uniéon a la zona

pelucida in vitro [39].

Ciertas enzimas son absolutamente necesarias para la fertilizacién, dado que
permiten la penetracion de las envolturas del ovocito. Esta fue la anica funcion
adjudicada a las enzimas hasta que surgi0 la teoria de que el sistema enzima-sustrato
podia funcionar como ligando-receptor. El primero de estos sistemas, y el mas
estudiado hasta hoy, es el de la galactosiltransferasa de espermatozoides de raton,

que se une a los residuos N-acetilglucosamina de una de las glicoproteinas de la
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zona pelicida, la ZP3. Esta enzima tambien se ha descripto en espermatozoides

bovinos y equinos [124,347].

Entre otras enzimas involucradas en los primeros eventos de la fertilizacion,
se encuentra la manosidasa de espermatozoides de rata y raton [91,390]. La
inhibicion de esta actividad enzimatica bloquea el reconocimiento entre las gametas.
Esta enzima también ha sido decripta en espermatozoides humanos [391] pero su

participacion en la fertilizacion aun no ha sido estudiada.

Las glicosidasas han sido postuladas como mediadoras del reconocimiento
entre gametas en ascidias [176]. En particular l]a NAG se encuentra en la superficie
de los espermatozoides de Phallusia mammillata y es responsable de la unién a la

cubierta vitelina de los ovocitos [153].

El espermatozoide adquiere la capacidad de reconocimiento y union al
ovocito durante su transito por el epididimo. Teniendo en cuenta la posible
participacion de las enzimas en estos procesos, se han desarrollado muchos estudios

sobre actividades enzimaticas en fluido y/o espermatozoides epididimarios.

Se ha estudiado la actividad de diversas glicosidasas en espermatozoides
epididimarios de rata, y se describi6 un aumento en la actividad de B-galactosidasa y
NAG cuando se analizaron los resultados en base a la concentracién de proteina. Por

otro lado, la a-glucosidasa mostro valores casi constantes [161].
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También se han estudiado las transferasas tanto en fluido como en
espermatozoides epididimarios enteros de rata [389]. La actividad de
galactosiltransferasa 'y la  N-acetiglucosaminiltransferasa,  asociada a
espermatozoides enteros, presenta niveles constantes a lo largo del 6rgano. Mientras
que la sialiltransferasa muestra la mayor actividad en caput y la fucosiltransferasa en
corpus, y ambas disminuyen en las regiones distales del epididimo. Los autores de
este trabajo deducen que soélo estas dos ultimas presentan un comportamiento que
pueda relacionarse con la maduracion. Sin embargo, analizando cuidadosaniente la
proporcion de actividad asociada a los espermatozoides, mientras a lo largo de todo
el 6rgano, el fluido contribuye con la mayor parte de la actividad para todas las
enzimas estudiadas, en cauda distal los espermatozoides retienen el 50% de la
actividad de galactosiltransferasa y N-acetilglucosaminiltransferasa. Por lo tanto, son
estas dos ultimas enzimas las que mostrarian una comportamiento maduracidn-

dependiente.

En carnero, se ha encontrado un aumento en la actividad de a-glucosidasa a

lo largo del epididimo [386].

La actividad de a-manosidasa de espermatozoides de ratén, aumenta a lo
largo del epididimo y este hecho ha sido correlacionado con la capacidad de unirse a
la zona pelicida y fertilizar un ovocito [388]. Por otro lado, la actividad de
fucosiltransferasa en funcion del area en células enteras, dismunuye de caput a
cauda. Sin embargo, analizando por separado la actividad asociada a cabeza y al
flagelo, mientras ésta wltima presenta una disminucién, la actividad asociada con la

cabeza se mantuvo constante [3]. Esta retencion selectiva de la actividad de
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fucosiltransferasa, sugirié la posibilidad de su participacion en el reconocimiento

entre las gametas.

En humano, la a-glucosidasa es la enzima mas estudiada. Su actividad
aumenta a lo largo del epididimo y ha sido caracterizada como un marcador de
funcion epididimaria [131,310,386]. Su actividad en plasma seminal ha sido

relacionada con el nimero de espermatozoides y la motilidad de los mismos [386].

La galactosiltranferasa en epididimo humano muestra las actividades mas
altas en zonas proximales [327]. En cuanto a la presencia de la enzima en
espermatozoides humanos, lqs reportes son algo contradictorios. Mientras que el
grupo que trabaja en ratén encuentra actividad [256], otros sostienen que dicha
actividad es extremadamente baja o no existe [327,391]. Es importante notar que, la
galactosiltransferasa se une a residuos N-acetilglucosamina presentes en la zona

pelacida.

Resultados de nuestro laboratorio sugieren que el agregamiento de residuos
manosa y/o N-acetilglucosamina, induce la reaccidn acrosomal en espermatozoides
humanos [56]. Este fenomeno es inhibido en presencia de NAG soluble, o de
sustratos de la misma, indicando la posible mediacién de la NAG en este proceso.
Los espermatozoides humanos contienen NAG [86,246], siendo una de las enzimas
acrosomales. Sin embargo, resultados de nuestro laboratorio demostraron que el

espermatozoide humano posee distintas poblaciones de NAG.
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Ademas de la enzima acrosomal que es la mayoritaria, se encontré una cierta
proporcion de la actividad asociada a membrana y otra remanente en el residuo
asociado al citoesqueleto. Mediante fraccionamiento subcelular se comprobé que la
fraccidon con mayor actividad especificad de NAG se encuentra en la fraccion de
membrana, indicando una concentracion de la enzima en la misma [55].
Estudios en curso sugieren que la capacidad de sufrir reaccion acrosomal inducida
por el agregamiento de residuos NAG, se relaciona con la capacidad fertilizante en

procedimientos de fertilizacion in vitro.

Considerando estos resultados junto con los presentados en este trabajo,
podriamos hipotetizar la unién de la NAG epididimaria a la membrana de los
espermatozoides a medida que estos maduran. Para confirmar la certeza de este
argumento, se requiere de estudios adicionales que demuestren el origen
epididimario de la NAG de membrana de los espermatozoides, la unién de la enzima
epididimaria a espermatozoides y la aparicidon de esta enzima en membrana como

resultado del proceso de maduracion.
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CONCLUSIONES
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En el presente trabajo se propuso estudiar las proteinas epididimarias

humanas, para su posible caracterizacion como factores de maduracion.

Los estudios iniciales permitieron identificar algunos polipéptidos que
presentaban secrecion diferencial a lo largo del 6rgano, lo cual es un primer indicio
en la busqueda de factores epididimarios que estan relacionados con la maduracion
de los espermatozoides. Uno de estos polipéptidos fue identificado como FN y

nuestro estudio se derivo hacia la caracterizacion de esta proteina como un factor de

maduracion.

Observamos que esta proteina es sintetizada y secretada por tubulos
epididimarios humanos, su concentraciéon aumenta a lo largo del érgano y aparece
asociada a los espermatozoides epididimarios a medida que estos transitan por el
epididimo. La caracterizacion de esta proteina como factor de maduracion requeria
comprobar su participacién en eventos relacionados con la funcionalidad del
espermatozoide. Una vez cumplida la maduracion, la siguiente etapa en la

adquisicion de funcionalidad por parte de los espermatozoides es la capacitacion.

Encontramos que la exposicion de la FN en la superficie de los
espermatozoides aumenta como consecuencia del proceso de capacitacion,
sugiriendo su participacion en eventos posteriores. El siguiente evento funcional que

puede estudiarse en el espermatozoide aislado es la reaccion acrosomal.

Encontramos una correlacion entre la capacidad de sufrir reaccién acrosomal

inducida por fluido folicular y la presencia de FN en los espermatozoides.
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Todos estos resultados permiten indicar la participacion dé la FN en la
adquisicion de funcionalidad por parte de los espermatozoides. Por otro lado, dada la
localizacion de esta proteina en el segmento ecuatorial, la region por la cual se
produce la fusién entre el espermatozoide y el ovocito, se puede especular su posible
participacion en este proceso. Los resultados obtenidos por otros laboratorios

parecen demostrar esta teoria [57].

En la segunda parte de este trabajo, estudiamos el comportamiento de una
enzima glicosidica, la B-N-acetilglucosaminidasa (NAG), en el epididimo humano.
Encontramos un aumento en la actividad de esta enzima a lo largo del epididimo.
Este aumento esta anatdmicamente correlacionado con la adquisicién de capacidad

fertilizante de los espermatozoides humanos.

Tambien describimos un comportamiento interesante en la distribucion de la
actividad de NAG entre sus isoformas. En las zonas proximales la isoenzima A es la
mas abundante, mientras que en el fluido del cauda epididimario la isoforma B da
cuenta de la mayor parte de la actividad enzimatica. Esta forma B es
significativamente mayoritaria en extractos salinos de espermatozoide, sugiriendo su

presencia en la membrana plasmatica de los inismos.

Esto podria ser consecuencia de la unién de la enzima epididimaria a los
espermatozoides. Para demostrar la participacién directa de esta enzima en la
adquisicion de las caracteristicas maduras por parte del espermatozoide, se requiere

de futuros estudios. Sin embargo, resultados de nuestro laboratorio, involucran a la
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NAG en el reconocimiento entre gametas y la consecuente induccion de la reaccion
acrosomal, reflejandose en la capacidad fertilizante de los espermatozoides

humanos.

El proceso de fertilizacién involucra multiples eventos y, entre estos, dos
fenomenos especificos de reconocimiento y unién. El primero de ellos, se da a nivel
de la zona pelicida, donde receptores especificos son responsables del
reconocimiento y la posterior unién entre las gametas. El segundo, a nivel del

oolema, en el cual se disparan los mecanismos de activacion del ovocito.

Los resultados presentados en este trabajo, permiten especular que el
espermatozoide humano adquiere durante su transito por el epididimo dos proteinas
que participarian en diferentes eventos durante la fertilizaciéon. Una de ellas, la
NAG, intervendria en la interaccién espermatozoide-zona pelicida, mientras que la
otra, la FN, participaria del proceso de fusién entre la membrana plasmatica del

espermatozoide y el ovocito.

Recientemente se ha puesto en duda la importancia del proceso de
maduracién epididimaria en humanos [198,353]. En casos de obstruccion
epididimaria, las técnicas de fertilizacidn in vitro han posibilitado la fertilizacion,

utilizando espermatozoides epididimarios e incluso testiculares [42,80,195,336]. Sin
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embargo, es necesario tener en cuenta las caracteristicas particulares que acompaiian

cada uno de estos procedimientos.

Cuando existe una obstruccion epididimaria, la regionalizacion del epididimo
puede verse alterada, asi como las propiedades que caracterizan a cada una estas
regiones [35]. Por lo tanto, es posible encontrar espermatozoides maduros en zonas
mucho mas proximales que en el caso de un epididimo normal. En cuanto a la
fertilizacion con espermatozoides testiculares, en este caso se pone particularmente
en evidencia la diferencia entre condiciones in vivo e in vitro. La manipulacién de
las muestras de semen permite mejorar las condiciones para que se produzca la
fertilizacion y, en algunos casos, algunas de las etapas involucradas este proceso,

son eliminadas [190,297].

El proceso de maduracion hace posible la adquisicion de capacidad
fertilizante por parte de los espermatozoides, los avances tecnoldgicos permiten, en
algunas ocasiones, prescindir de este proceso. Sin embargo, este hecho no puede
descalificar al proceso de maduracién, que hace posible la existencia de una
fertilizacion eficaz en la mayoria de los casos, aquellos que no concurren a los

programas de fertilizacion in vitro.

El proceso de maduracion y la identificacion de las moléculas involucradas
en el mismo, han sido muy estudiados en animales de laboratorio. En humanos es
poco lo que se sabe y este trabajo pretende profundizar sobre dichos conocimientos.

Este tipo de estudios, mas alla del interés cientifico de los mismos, permitiran la
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aplicacion de estos conocimientos para su utilizacién en proyectos tan disimiles
como la produccién de una vacuna anticonceptiva y la identificacion y posible

reversion de casos de infertilidad masculina con causa hasta hoy desconocida.
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